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RÉSUMÉ                                                                    
 
Mots clés: Récepteur à tyrosine kinase, facteurs de croissance, VEGF, PAF, cellules 
endothéliales, signalisation  cellulaire, inflammation, angiogenèse.  
Notre laboratoire a démontré que la capacité proinflammatoire du  vascular endothelial 
growth factor (VEGF-A165) implique la synthèse endothéliale du facteur d’activation 
plaquettaire (PAF) via l’activation du récepteur tyrosine kinase homodimérique VEGFR-
2/R-2. La synthèse du PAF requiert l’activation de la p38 MAPK et p42/44 MAPK qui 
activent la phospholipase A2 secrétée de type V (sPLA2-V). Nous avons découvert que la 
synthèse aigue de prostacycline (PGI2) induite par le VEGF-A165 requiert l’activation des 
récepteurs hétérodimériques VEGFR-1/R-2. L’activation sélective des récepteurs du 
VEGF peut donc agir comme balance dans la synthèse de facteurs pro-(PAF) et anti-
(PGI2) inflammatoire. Cependant, les tyrosines impliquées dans la transphosphorylation 
de VEGFR-2/R-2 menant à la synthèse du PAF sont inconnues. Par mutagenèse dirigée, 
nous avons effectué des transfections transitoires de cellules endothéliales avec des 
plasmides codant pour le VEGFR-2 dont les tyrosines ciblées ont été remplacées de façon 
séquentielle par une phénylalanine. Un vecteur vide pcDNA a été utilisé comme contrôle 
négatif. La stimulation des cellules endothéliales de l’aorte bovine (BAEC) transfectées 
avec le VEGF-A165 (1nM) pendant 15 minutes augmente la synthèse du PAF de 300%, 
laquelle était similaire dans les BAEC non transfectées. Dans les BAEC transfectées avec 
les vecteurs pcDNA codant pour les mutations Y801F, Y1059F, Y1175F et Y1214F, 
nous avons observé une réduction de 54, 73, 68, et 57% respectivement de la synthèse du 
PAF induite par le VEGF par rapport au pcDNA témoin. Nos résultats apportent un 
nouvel aperçu sur le mécanisme par lequel le VEGF induit la synthèse du PAF qui est 
connu pour sa contribution dans l’activité pro-inflammatoire du VEGF. 
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ABSTRACT 
Key words: Tyrosine kinase receptor, growth factors, VEGF, PAF, endothelial cells, cell 
signalling, inflammation, angiogenesis.  
Vascular endothelial growth factor (VEGF) inflammatory effects require acute platelet-
activating factor (PAF) synthesis by endothelial cells (EC).  We reported that VEGF-
mediated PAF synthesis involves the activation of the homodimeric tyrosine kinase 
receptor VEGFR-2/R-2 which is leading to p38 and p42/44 mitogen-activated protein 
kinases (MAPKs) and secreted group V phospholipase A2 (sPLA2-V) activation.  We also 
reported that VEGF-A165-mediated prostacyclin (PGI2) synthesis requires VEGFR-1/R-2 
heterodimeric receptor activation.  Selective activation of VEGF receptors can thus act as 
a balance in the synthesis of pro-(PAF) and anti-(PGI2) inflammatory factors.  It is 
unknown which VEGFR-2 tyrosine phosphorylation site(s) contribute(s) to PAF 
synthesis.  Bovine aortic endothelial cells (BAEC) were transfected with pcDNA vectors 
encoding for native VEGF receptor-2 (VEGFR-2) cDNA, or tyrosine phosphorylation 
sites mutated into phenylalanine (Y801F), (Y1059F), (Y1175F), (Y1214F), and an empty 
pcDNA vector was used as negative control.  Treatment of pcDNA-transfected BAEC 
with VEGF-A165 (1nM) for 15 minutes increased PAF synthesis by 300%, which was 
similar to VEGF-mediated PAF synthesis in untransfected BAEC.  In BAEC transfected 
with pcDNA vectors encoding mutated Y801F, Y1059F, Y1175F or Y1214F VEGFR-2 
cDNA, we observed a marked reduction of VEGF-mediated PAF synthesis by 54, 73, 68 
and 57% respectively as compared to pcDNA-transfected BAEC.  Our current data 
provide novel insight on the mechanisms by which VEGF promotes endothelial PAF 
synthesis which is known to contribute to VEGF pro-inflammatory activities. 
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1.1     FONCTION DU SYSTÈME VASCULAIRE 
   
 
1.1.1  Fonction  physiologique 
 
 
          L’endothélium, qui est composé de cellules endothéliales (CE), tapisse l’intérieur 
des vaisseaux sanguins, constituant ainsi le seul point de contact avec le sang. 
L’endothélium de tous les vaisseaux sanguins représente un organe diffus de 700g chez 
l’Homme adulte [1]. Quoique des différences locales existent au niveau de l’endothélium 
dans divers types de vaisseaux de résistance vasculaire et des tissus capillaires, un certain 
nombre de fonctions générales sont connus et sont cruciales pour le fonctionnement 
approprié de l'organisme [2, 3]. En plus, l’endothélium de différents organes a des 
fonctions spécialisées [2]. L’endothélium peut étendre son répertoire de fonctions en 
s’adaptant à différents stimulis, incluant le stress mécanique, le stress métabolique et 
oxydatif, l’inflammation, l’hypoxie et bien d’autres stress [3, 4]. Par la nature de sa 
localisation, l’endothélium constitue une barrière physique entre le sang et les tissus, en 
plus, il régule activement le passage des nutriments, des hormones et des macromolécules 
aux tissus avoisinants [5]. Il est tapissé par une couche de glycocalyx qui contribue dans 
la sélectivité de sa fonction de barrière [6]. En outre, l’endothélium assure la fluidité du 
sang par sa contribution dans le phénomène de l’hémostase. En effet, des CE actives sont 
nécessaires pour limiter et prévenir la coagulation sanguine, la formation de thrombus 
plaquettaire et pour produire des régulateurs de fibrinolyse [7].                     
Les CE assurent aussi la régulation du tonus vasculaire en modulant les 
phénomènes de vasodilatation et de vasoconstriction par l’envoi de messages appropriés 
aux cellules musculaires lisses. L’interaction entre l’endothélium et le sang circulant 
n’implique pas uniquement le contact entre les cellules et les constituants sanguins et 
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l’endothélium, mais aussi l’impact des forces mécaniques, en particulier les forces de 
cisaillement exercées par le flux sanguin sur l’endothélium. Cette force tangentielle 
dilatatrice permet une réponse endothéliale rapide et une adaptation locale du débit 
sanguin. La vasorégulation rapide est réalisée par la production de facteurs 
vasodilatateurs comme le monoxyde d’azote (NO), l’endothelium derived 
hyperpolarization factor (EDHF) et les prostaglandines (PGI2/PGE2), avec lesquels la 
contribution relative varie selon les différents  types de vaisseaux sanguins [8]. Par 
opposition, d’autres médiateurs endothéliaux entraînent une vasoconstriction, à savoir 
l’angiotensine II et l’endothéline (ET). L’angiotensine II entraîne de façon directe, une 
vasoconstriction et également de façon indirecte en favorisant la libération de 
l’endothéline. Ce n'est qu'en 1988 que Yanagisawa et coll. ont pu décrire la structure en 
acides aminés de ce puissant vasoconstricteur libéré par l'endothélium qu'ils ont nommé 
endothéline [9]. Il s'agit d'un peptide de deux acides aminés qui possède au moins trois 
isoformes, respectivement nommés ET-1, ET-2, ET-3. Les isoformes assurent leurs 
actions en se liant à des récepteurs membranaires, dont il existe au moins deux types 
distincts ET-A et ET-B. L'affinité de l'ET-1 pour le récepteur ET-A est 100 fois 
supérieure à celle de l'ET-3, alors que les 3 isoformes ont la même affinité pour le 
récepteur ET-B. La liaison de l'endothéline à son récepteur active une protéine G couplée 
à la phospholipase C. Cette dernière hydrolyse des phospholipides membranaires, 
donnant ainsi naissance à l'inositol triphosphate d'une part, et au 1-2 diacylglycérol 
d'autre part. Par des voies de transductions intracellulaires différentes, le DAG active la 
PKC, et par conséquent entraîne une augmentation de la sensibilité de l’appareil 
contractile au calcium  responsable de la contraction du muscle lisse vasculaire [10]. 
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Il est à noter que l’endothélium joue également un rôle primordial dans le 
processus de l’angiogenèse. L’angiogenèse consiste en la formation de nouveaux 
vaisseaux sanguins à partir des vaisseaux préexistants. Cette angiogenèse se distingue de 
la vasculogenèse qui est une formation de vaisseaux de novo à partir des hémangioblastes 
lors du processus de l’embryogenèse [11]. Autrement, les cellules endothéliales sont 
maintenues dans un état de repos, qui peut durer des mois ou des années. Ce phénomène 
de stabilité du système vasculaire repose sur un rapport d’équilibre entre les facteurs de 
stimulation et d’inhibition de l’angiogenèse. Le statut vasculaire de repos est maintenu 
dans les tissus grâce à la prédominance des facteurs anti-angiogéniques sur les facteurs 
pro-angiogéniques. Le passage de l’état de repos à l’état actif des vaisseaux est déclenché 
par la rupture de l’équilibre. La diminution des inhibiteurs et/ou l’augmentation des 
activateurs entraîne un déplacement de l’équilibre en faveur des activateurs et induit par 
conséquent une néovascularisation [12].  
 Un des facteurs de croissance spécifique des CE est le vascular endothelial 
growth factor (VEGF), qui est un facteur de croissance reconnu pour jouer un rôle crucial 
lors de la formation de nouveaux vaisseaux sanguins [13]. Il possède, au niveau des CE, 
deux récepteurs, VEGFR-1 et VEGFR-2, via lesquels il induit ses diverses activités 
physiologiques. Il est capable d’induire auprès des CE des accumulations transitoires du 
calcium cytoplasmique [14], des changements morphologiques cellulaires [15], leur 
prolifération et leur migration [16] ainsi que la formation du système vasculaire mature à 
partir du plexus vasculaire primaire par l’entremise de l’angiogenèse [17]. Cette dernière 
intervient au cours du développement embryonnaire et joue un rôle fondamental chez 
l’enfant et l’adulte dans les fonctions reproductrices (régénération de l'utérus, formation 
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du corps jaune et du placenta) [18]. Elle intervient dans la réparation tissulaire, 
l’ossification endochondrale [19], la reperméabilisation des thrombus ou encore dans 
l’adaptation musculaire à l’exercice physique [20]. C'est un mécanisme indispensable et 
hautement régulé dans des conditions physiologiques [17]. On observe aussi une 
expression accrue du VEGF dans de nombreuses masses tumorales [21].  
 
 
1.1.2  Fonction pathologique de l’endothélium 
 
Malgré le rôle physiologique bénéfique des CE dans le maintien de l’homéostasie 
vasculaire, elles peuvent néanmoins avoir un rôle délétère dans certains cas, de façon 
particulière lors du processus inflammatoire. Les observations de John Hunter (1728-
1793) l’ont amené à démontrer que la rougeur associée à l’inflammation était imputable à 
une augmentation du flot sanguin à travers les vaisseaux dilatés. Depuis, de nombreuses 
études ont mis l’emphase sur le fait que l’inflammation est caractérisée par une altération 
endothélium-dépendante de la microcirculation et associent directement l’endothélium à 
l’accumulation et la transmigration de leucocytes vers les tissus sous-endothéliaux [22]. 
L’inflammation constitue le processus de défense des tissus contre une agression 
invasive. Ceci se caractérise par un changement des propriétés de l’endothélium, qui 
devient plus perméable et provoque la formation d’œdème et de rougeur.     
L’angiogenèse pathologique constitue souvent une réponse de l’organisme aux 
effets de l’hypoxie due à l’éloignement du site pathologique des vaisseaux sanguins 
existants. L’angiogenèse est rapidement initiée en réponse à l’ischémie et l’activation des 
CE est le premier processus qui intervient dans l’angiogenèse physiologique et 
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physiopathologique. L’hypoxie, qui est définie comme un manque d’approvisionnement 
en oxygène des cellules, intervient lors de différents phénomènes physiologiques, tels que 
l’embryogenèse et les séjours en altitude, ou pathologiques comme l’ischémie et la 
carcinogenèse. Elle entraîne une augmentation des taux d’une famille de facteurs de 
transcription induite par l’hypoxie (HIFs) comprenant HIF-1β (le translocateur nucléaire 
du récepteur aryl-hydrocarbone, ARNT), HIF-1α et HIF-2α. Ces facteurs sont à l’origine 
de la réponse à l’hypoxie en se liant à des séquences spécifiques d’ADN (les éléments 
promoteurs de la réponse à l’hypoxie) qui régule l’expression de plus de 70 gènes dont le 
VEGF, l’EPO (érythropoïétine), ou encore des transporteurs de glucose (GLUT-1, 
GLUT3). Ces gènes induits en condition hypoxique sont impliqués dans divers processus 
cellulaires tels que le métabolisme du glucose, le contrôle du pH intracellulaire, la survie, 
la prolifération et l’angiogenèse [23].   
Les pathologies vasculaires sont soumises à une régulation exercées par 
l’hypoxie, l’inflammation et l’angiogenèse. L’angiogenèse est un processus hautement 
régulé au cours duquel un léger déséquilibre peut se traduire en hyper- ou hypo-
vascularisation de certaines régions et ainsi causer ou aggraver un état pathologique. 
Jusqu’à ce jour, 70 maladies ont été reliées à l’angiogenèse [24]. Parmi ces maladies, on 
peut citer les rétinopathies prolifératives, la dégénérescence maculaire dépendante de 
l’âge (AMD), l’athérosclérose, le psoriasis, l’arthrite rhumatoïde (RA) et le cancer 
tumoral [25]. En effet, le Docteur Folkman rapporta que les tumeurs cancéreuses 
contiennent une très forte densité de vaisseaux et de capillaires sanguins, permettant ainsi 
un apport supplémentaire de nutriments aux cellules tumorales en croissance rapide, et il 
proposa qu’il serait possible de prévenir la progression tumorale en inhibant le 
8 
développement anarchique de ces nouveaux vaisseaux sanguins [14]. A partir d’une taille 
critique de 1-3 mm3, la tumeur a besoin de micro-vaisseaux sanguins pour assurer son 
approvisionnement en oxygène et en nutriments, l’évacuation des déchets du 
métabolisme et l’apport de facteurs de croissance (phase dite vasculaire). Sous l’effet de 
l’hypoxie, la tumeur produit des facteurs angiogéniques qui attirent les cellules 
endothéliales. L’angiogenèse tumorale constitue un processus multifactoriel auquel 
participent, en plus des facteurs de l’angiogenèse, des protéines de la matrice 
extracellulaire et des molécules d’adhésion cellulaire. Cette «néovascularisation 
pathologique» se déroule en plusieurs étapes régulées par des interactions complexes 
entre toute une série de facteurs de stimulation et d’inhibition. Le développement du 
phénotype angiogénique des tumeurs est en définitive induit par la prépondérance des 
facteurs pro-angiogéniques sur les facteurs anti-angiogéniques [26]. Par ailleurs, il est 
possible de distinguer deux étapes au cours du développement tumoral. Une phase 
dormante avasculaire, pendant laquelle nous sommes en présence d’une tumeur de petite 
taille caractérisée par un équilibre entre prolifération et apoptose, et il n’y a pas de 
formation de nouveaux vaisseaux, et une phase vasculaire qui correspond au ‘switch’ 
angiogénique et neovasculaire, au cours duquel, il y a une perte de l’équilibre entre 
facteurs pro-angiogéniques et facteurs anti-angiogéniques. Ceci entraine une forte 
croissance tumorale qui se traduit par une survie et une prolifération anarchique des 
cellules cancéreuses favorisées par la présence de néovaisseaux [27].  
La pathologie vasculaire non tumorale, comme l’arthrite rhumatoïde et 
l’athérosclérose, est aussi régulée par l’inflammation et l’hypoxie, mais possède des 
vaisseaux sanguins moins fenestrés et plus structurés. Ainsi, lors de la réponse 
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inflammatoire, les cellules du système immunitaire relâchent plusieurs facteurs 
angiogéniques qui vont permettre une réorganisation des vaisseaux sanguins existants, 
voir en former de nouveaux. On appelle ce phénomène le ‘switch’ angiogénique. Ce 
dernier n’est pas facile à détecter au niveau temporel et pourrait expliquer la difficulté à  
détecter la phase initiale et à traiter ce genre de pathologie  [17].       
 
 
 1.2     LE VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF) 
 
 
1.2.1  VEGF et fonctions générales 
 
          Vers 1800, Rudolf Virchow et autres pathologistes allemands ont observé que 
certaines tumeurs chez l’Homme étaient très vascularisées. En 1971, lors de la première 
tentative d’isoler un signal pro-angiogénique spécifique, Judah Folkman a identifié au 
niveau des cellules cancéreuses le facteur tumorale angiogénique (TAF : tumor 
angiogenic factor) qui était mitogénique pour les CE et était responsable de la formation 
de nouveaux capillaires [28].  Au début des années 80,  le VEGF a été découvert comme 
une molécule de 34 à 42 kDa sous le nom de Vascular Permeability Factor (VPF). Cette 
protéine était secrétée par des cellules tumorales et était responsable de la perméabilité 
microvasculaire chez le rat et le hamster [29]. En 1989, Napoleone Ferrara et coll. ont 
isolé et cloné une protéine qui était mitogénique seulement pour les CE. Ils la nommèrent 
alors le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Des études ultérieures ont permis 
de révéler que le VPF et le VEGF étaient la même protéine [30]. La forme active du 
VEGF est une glycoprotéine dimérique liée par un pont disulfure hautement conservé, 
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qui perd son activité biologique en présence d’agents réducteurs. Le VEGF possède une 
activité multifonctionnelle et est capable de promouvoir la migration et la prolifération 
des CE [31, 32]. Le VEGF joue un rôle central dans l’angiogenèse physiologique, non 
seulement au cours du développement embryonnaire, mais également chez l’adulte. 
L’inactivation d’un seul des allèles du VEGF induit une létalité embryonnaire chez la 
souris entre les jours embryonnaires 9,5 et 11 (E9,5 et E11) [33, 34]. Une surexpression 
du VEGF (d’un facteur 2 par rapport aux taux endogènes) chez des souris transgéniques 
conduit, quant à elle, à des anomalies sévères du développement cardiaque et à la mort à 
E12,5-E14. Ceci démontre clairement la nécessité d’une régulation très fine de la 
concentration de VEGF pour un développement embryonnaire normal [35]. Il est souvent 
assimilé au seul produit du gène VEGF-A. Toutefois, la famille des VEGF comprend 
plusieurs membres de protéines sécrétées, jouant un rôle important dans la physiologie et 
la pathologie du système vasculaire, incluant la vasculogenèse, l'hématopoïèse, 
l'angiogenèse et la lymphangiogenèse [36]. Cette famille se compose de VEGF-A, 
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et PlGF. Le PlGF possède 53% d’homologie avec le 
VEGF-A et présente aussi les mêmes sites de glycosylation que ce dernier [37] alors que 
le VEGF-B a 43% d’homologie avec le VEGF-A et seulement 30% avec le PlGF, ne 
présentant pas de site de glycosylation [38]. Le VEGF-C est identique à seulement 30% 
avec le domaine d’homologie du VEGF-A, étant encodé seulement par les exons 3 et 4 
du gène [39], alors que le VEGF-D présente 61% d’homologie avec le VEGF-C, mais 
seulement 11,8% d’homologie avec le VEGF-A [40]. Finalement, le VEGF-E est un 
homologue du virus orf qui présente de 17 à 27% d’homologie protéique avec le VEGF-
A [41].  
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 L'effet du VEGF et ses analogues se produit par l'intermédiaire de trois récepteurs 
tyrosine kinase nommé VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/KDR/Flk-1 et VEGFR-3/Flt-4. Le 
profil de liaison des VEGF à ces récepteurs n'est pas spécifique à un membre en 
particulier. En effet, VEGFR-1 lie VEGF-A, -B et PlGF-1,-2, VEGFR-2 lie VEGF-A, -C, 
-D et VEGF-E tandis que VEGFR-3 lie VEGF-C et –D (Figure 1). Il est à noter que les 
différents VEGF induisent des activités biologiques différentes. Dans un premier temps, 
le VEGF se distingue des autres facteurs de croissance par sa capacité d’induire 
l’inflammation [31, 32]. En effet, le VEGF était le seul facteur de croissance 
proangiogénique, avant la mise en évidence par notre laboratoire de l’effet pro-
inflammatoire des angiopoïétines (Ang-1 et Ang-2). Cet effet est médié par sa capacité 
d’induire la synthèse du facteur d’activation plaquettaire (PAF), ce dernier augmente la 
perméabilité vasculaire et favorise ainsi l’angiogenèse pathologique [42, 43].  
 Il est également reconnu que le monoxyde d’azote (NO), une molécule de 
signalisation produite dans les cellules endothéliales par la synthase endothéliale du 
monoxyde d’azote (eNOS), joue également un rôle primordial dans les d’effets 
biologiques du VEGF. Il y a en effet une diminution dans la formation de nouveaux 
vaisseaux sanguins et dans la perméabilité vasculaire en réponse au VEGF chez les souris 
déficientes génétiquement en eNOS [44]. De plus, l’inhibition d’eNOS diminue 
significativement l’extravasation des macromolécules induite par le VEGF [45]. La 
principale fonction du NO est d’agir sur les cellules du muscle lisse vasculaire dans le but 
d’induire une vasodilatation [46]. Elle intervient aussi à toutes les étapes de la réponse 
cellulaire au VEGF menant à l’angiogenèse et à l’induction de la perméabilité vasculaire 
[44]. En conséquence, elle est aussi bien impliquée dans les conditions physiologiques 
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normales, que dans certaines pathologies comme l’angiogenèse tumorale et certaines 
maladies cardiovasculaires, induites par cette cytokine.    
   
1.2.2  VEGF et ses analogues 
 
 
          Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF-A) fut le premier facteur 
découvert ayant une activité mitotique spécifique sur les cellules endothéliales [30]. Le 
VEGF-A est une glycoprotéine homodimérique dont le gène, cloné en 1989 [47, 48] 
comprend 8 exons répartis sur une distance approximative de 14Kb sur le chromosome 
6p21.3 [49] et code une forme longue de 206 acides aminés. Par épissage alternatif des 
exons 6 et 7, plusieurs transcrits sont produits et les peptides générés se distinguent par 
leur pouvoir de liaison à l’héparine et aux protéoglycanes de type héparane sulfate, 
composants de la matrice extracellulaire (MEC). On peut distinguer les isoformes VEGF-
A189, VEGF-A183, VEGF-A165, VEGF-A148, VEGF-A145, VEGF-A121, d’après le nombre 
d’acides aminés de la protéine mature prédite (Figure2), auxquelles s’est ajouté 
récemment le VEGF162 [50]. L’isoforme la plus abondante et la plus étudiée est celle 
contenant 165 acides aminés [51]. L’isoforme VEGF165b est particulière du fait de 
l’absence de l’exon 8, et qui est remplacé par un 9ième exon [52]. De plus, il est 
intéressant de noter que le VEGF165b, dont l’expression est associée à une croissance 
tumorale lente, correspondrait à une isoforme inhibant l’activité du VEGF-A165 [53]. Les 
formes surexprimées dans les processus d’angiogenèse physiologique aussi bien que 
pathologique sont les VEGF-A121, VEGF-A165 et VEGF-A189. En fonction de la présence 
ou non du site de liaison à l’héparine, les homodimères de VEGF-A189 sont retrouvés 
essentiellement séquestrés à la matrice extracellulaire, alors que la forme VEGF-A121 est 
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totalement soluble dans la circulation à cause de l’absence des exons 6 et 7 du gène, qui 
correspondent au site de liaison à l’héparine, et par conséquent n’a aucune affinité envers 
la MEC [54]. Le VEGF-A165, qui est partiellement lié à la matrice extracellulaire et à la 
membrane cytoplasmique à cause de la présence de l’exon 7, apparaît prédominant aussi 
bien d’un point de vue quantitatif que fonctionnel et pouvant induire tous les effets 
biologiques associés au VEGF. L'importance de VEGF-A dans l'angiogenèse a été 
montrée chez divers modèles expérimentaux in vivo. Chez la souris, l'inactivation du 
gène de VEGF-A conduit à une mort embryonnaire et ceci même à l'état hétérozygote 
[34, 55]. De plus l’inactivation du VEGF-A spécifiquement à partir de la période 
néonatale entraine, entre autres, un retard de la croissance qui est létal [56]. Ceci 
démontre bien la nécessité de VEGF-A en ce qui concerne le développement 
physiologique de l'organisme. Son importance dans l'induction angiogénique lors de la 
croissance tumorale a été mise en évidence dans un modèle animal de transformation 
oncogénique des cellules bêta (β) des îlots pancréatiques [57, 58]. Dans les carcinomes à 
cellules rénales (CCR), la coexpression des transcrits 121, 165 et 189 est associée aux 
stades T3-T4 et à la densité en microvaisseaux [59]. De même, la surexpression de 2 à 3 
fois du VEGF par rapport à son expression endogène entraîne de graves anomalies du 
développement cardiaque et une létalité embryonnaire [35]. 
Rappelons que  la famille des VEGF consiste en des dimères de glycoprotéines 
qui ont en commun un domaine d'homologie des VEGF [60]. L’invalidation par 
recombinaison homologue (knock-out) des gènes codant pour le VEGF-A, le VEGFR-2 
et le VEGFR-1 a été réalisée et met en évidence le rôle primordial de ces molécules lors 
de l’angiogenèse embryonnaire [34, 61]. La transcription du gène codant pour le VEGF-
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A est activée dans les cellules tumorales mais ne l’est pas, en général, dans les cellules 
endothéliales. En revanche, le VEGFR-2 et le VEGFR-1 sont présents à la surface des 
cellules endothéliales adjacentes aux cellules tumorales et le VEGFR-1 est exprimé au 
niveau des monocytes et des cellules hématopoïétiques participant à l’angiogenèse 
tumorale. Notons qu’une source supplémentaire de VEGF-A est constituée par les 
lymphocytes infiltrant la tumeur [62]. Ceci indique que le VEGF-A induit l’angiogenèse 
par un mode paracrine. Il semble qu’il agit principalement via le VEGFR-2 directement 
au niveau des CE tumorales. En effet, chez la souris nude (une souche mutante de souris 
dépourvue de poils et de thymus, affectée d'un déficit immunitaire important), la 
croissance des glioblastomes est inhibée par la surexpression dans les CE d’une forme 
dominante-négative de VEGFR-2 [13]. Le VEGF-A a été détecté à des concentrations 
très élevées dans un certain nombre de tumeurs comme les tumeurs du poumon et de la 
vessie [63]. Cette surexpression est accompagnée d’une augmentation significative de la 
densité de microvaisseaux dans les tumeurs [63]. Par ailleurs, l’expression du VEGF-A 
dans les cellules tumorales est positivement corrélée avec le pouvoir métastasique [63]. 
En utilisant principalement des approches de transgénèse et d’invalidation conditionnelle 
spécifique, des informations importantes concernant l’activité des différentes formes du 
VEGF ont été obtenues [64]. Si le VEGF-A121 semble être indispensable pour le 
développement et l’organogenèse, l’ensemble des isoformes du VEGF-A est capable 
d’induire l’angiogenèse tumorale [65]. Par ailleurs, une isoforme du VEGF-B, le VEGF-
B186, est exprimée dans certains types de tumeurs. Le VEGF-C et le VEGF-D seraient 
plutôt impliqués dans la croissance, la migration et la survie des cellules endothéliales 
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lymphatiques. Tous deux activent le VEGFR-3, exprimé par les cellules endothéliales 
lymphatiques [66, 67]. 
La famille des placental growth factors (PlGF1, 2 et 3) semble jouer un rôle 
principal dans la neoangiogenèse post-natale en activant exclusivement le VEGFR-1 
[68]. En effet, des souris PlGF1-/- ne présentent pas de déficits de développement, mais 
ont une inhibition de l’angiogenèse lors de l’ischémie, l’inflammation et le cancer chez 
des modèles expérimentaux. 
 
1.2.3 Signalisation intracellulaire 
 
 
Les molécules de VEGF-A se fixent sur deux types de récepteurs de surface 
appelés VEGFR-2  et VEGFR-1 ainsi que sur un co-récepteur la neuropilline 1 (NRP1). 
Ce dernier est un récepteur transmembranaire non tyrosine-kinase qui permet 
d’augmenter l’activation du VEGFR-2 suite à son activation par le VEGF-A165. La 
transduction du signal par ces types de récepteurs a récemment fait l’objet de recherches 
actives [69, 70]. Le VEGF-A a une affinité dix fois plus importante pour le VEGFR-1 
que pour le VEGFR-2. Cependant, l’activité tyrosine kinase de VEGFR-2 est fortement 
stimulée par le VEGF-A, contrairement à celle du VEGFR1 [37, 71]. 
Le VEGF est reconnu pour exercer de nombreuses actions principalement au 
niveau de l’endothélium vasculaire. Il a été démontré qu’il est capable d’induire auprès 
des CE des accumulations transitoires de calcium cytoplasmique [14], des changements 
morphologiques cellulaires [15], ainsi que leur prolifération et leur migration. Ces effets 
semblent être médiés tant via l’activation de la voie Ras-dépendante, en faisant intervenir 
des molécules adaptatrices Sos, Grb2 et Shc, que la voie Ras-indépendante, qui est 
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responsable de l’activation de la phospholipase C et la protéine kinase C [72, 73]. Ces 
deux voies sont responsables de l’activation des mitogen-activated protein kinases 
(MAPK). L’isoforme ERK de cette famille joue un rôle primordial au niveau de la 
prolifération et la migration cellulaire (Figure3). Après activation de ces deux voies, on 
assiste à une réorganisation rapide du cytosquelette, ainsi qu’à la phosphorylation de 
nombreux facteurs de transcription nucléaires responsable du cycle cellulaire et de la 
réplication de l’ADN génomique [72, 73]. Ceci appuie les données qui démontrent que le 
VEGF est également un facteur angiogénique [13].    
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Figure 1 : Représentation schématique des différents récepteurs du VEGF liés par les 
différents ligands à savoir les VEGF-A165, VEGF-A121, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 
VEGF-E, PlGF-1 et le PlGF-2. Le corécepteur neuropiline-1 (NRP-1) peut être associé au 
récepteur VEGFR-1 ou VEGFR-2. Les agonistes du VEGFR-1, le VEGF-B et le PIGF, 
peuvent lier seulement les homodimères du VEGFR-1, tandis que les agonistes du 
VEGFR-2, le VEGF-C et le VEGF-D se lient avec les homodimères du VEGFR-2 
(Adaptée à partir du Mémoire de Simon Rollin, 2003).  
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Figure 2: La structure théorique des exons du pré-ARNm du VEGF dans lequel les 
domaines fonctionnels sont identifiés. L’exon 1, contient la région 5'-non traduite (UTR) 
et la séquence du peptide signal; L’exon 2, NH2 terminal; L’exon 3, le domaine de 
dimérisation et le site de liaison VEGFR-1; L’exon 4, le site de liaison VEGFR-2; et Les 
exons 6 et 7, le domaine de liaison à l’héparine. L’exon 7 confère au VEGF-A165 une 
séquestration partielle à la MEC et la capacité de liaison au corécepteur neuropiline-1 
(NRP-1) (Bates DO, Vasc. Pharmacol., 39, 225-37, 2002) [74]. 
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Figure 3: La superfamille des VEGF et les voies de signalisation en rapport avec le 
VEGFR-2. La Tyr1175 et la Tyr1214 sont les deux principaux sites autophosphorylés au 
niveau du VEGFR-2. La liaison de la PLC-γ à la Tyr1175 mène à la phosphorylation et 
l’activation de cette protéine. La Tyr1214 apparait être essentielle au déclenchement de 
l’activation de Cdc42 et de la p38 MAPK. L’activation des molécules en aval mène à des 
fonctions cellulaires endothéliales comme la migration, la perméabilité vasculaire, la 
survie et la prolifération (Adaptée à partir de: Takahashi, H. and M. Shibuya, Clin Sci , 
109. 227-41, 2005)[75]. 
PAF 
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1.2.4  Les récepteurs du VEGF 
 
 
Les récepteurs du VEGF font partie de la famille des récepteurs à  tyrosine kinase. 
Cette famille comprend trois types de récepteurs, déjà cités, à savoir le VEGFR-1, 
également appelé Flt-1 (Fms-like tyrosine kinase-1) chez la souris, le VEGFR-2 et le 
VEGFR-3 (Flt-4). Les récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 semblent être tous les deux 
indispensables au développement d’un réseau vasculaire normal de l’embryon. Les souris 
invalidées pour l’un ou l’autre gène, meurent in utero entre j8,5 et j9,5, mais montrent 
des phénotypes différents indiquant que leurs rôles sont distincts  [61, 76]. Il est à noter 
que le VEGFR-1 et le VEGFR-2 sont présents à la surface des CE [77] à l’exception des 
CE des vaisseaux cérébraux [78, 79]. Ces récepteurs forment une sous-famille 
caractérisée par sept domaines extracellulaires ressemblant à l’immunoglobuline, une 
seule région transmembranaire et un double domaine tyrosine kinase. Ces récepteurs sont 
présents sous forme de monomère à la surface cellulaire, mais suite à leurs stimulations 
par le ligand, ils subissent une dimérisation par autophosphorylation. Le VEGFR-2 est 
exprimé de façon ubiquitaire chez toutes les CE, alors que l’expression de VEGFR-1 
dans les CE varie en fonction du type de lit vasculaire et que le récepteur VEGFR-3 est 
surtout localisé à la surface des CE des vaisseaux lymphatiques [80]. Suite à l'inactivation 
des gènes codant pour le VEGFR-1, le VEGFR-2 ou le VEGFR-3, nous observons une 
létalité embryonnaire chez la souris. Activées par le VEGF, les CE synthétisent plusieurs 
types d’enzymes et de protéines qui dégradent la matrice extracellulaire, facilitant ainsi la 
migration et l’invasion des CE vers les tissus cibles. Le VEGF est, par ailleurs, un 
puissant facteur qui augmente la perméabilité vasculaire, agissant principalement au 
niveau de la micro-vascularisation [81, 82].  
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1.2.5   Le récepteur VEGFR-1 
 
 
          Le VEGFR-1/(Flt-1) est une protéine transmembranaire de 180-kDa qui joue un 
rôle dans l’entretien de l’activité vasculaire et dans le recrutement des précurseurs des CE 
durant la vasculogenèse [83]. Il a été identifié et cloné en 1992 par le groupe de Williams 
[84]. Il lie les isoformes de VEGF-A, VEGF-B et PlGF et traduit les diverses réponses 
biologiques [85, 86]. Autiero et coll. ont suggéré que le mécanisme qui régit les 
différentes réponses du VEGF et PlGF pourrait être lié à l’induction de différentes voies 
de phosphorylation au niveau du VEGFR-1 [87]. Ce dernier est capable de lier le VEGF 
avec une affinité dix fois supérieure à celle de VEGFR-2, mais ses propriétés de 
transduction du signal sont extrêmement faible  [71]. Le VEGFR-1 existe sous deux 
formes, une forme transmembranaire et une forme soluble.  Il aurait un rôle inhibiteur de 
la vasculogenèse et de l’angiogenèse dans l’embryogenèse précoce, mais un rôle 
activateur de l’angiogenèse ou de la réponse inflammatoire chez l’adulte. Le VEGFR-1 
est exprimé à la fois chez les CE en prolifération et chez les cellules quiescentes, 
suggérant un rôle de ce récepteur dans le maintien de la survie des CE [88]. De plus, le 
VEGFR-1 est également exprimé à la surface des cellules dendritiques, des ostéoclastes, 
des péricytes et des trophoblastes du placenta [89, 90]. Le rôle du VEGFR-1 dans ces 
types cellulaires n’est pas toujours élucidé. Il pourrait jouer un rôle dans leur survie. 
 L'inactivation du gène codant pour le VEGFR-1 entraîne un surnombre de CE 
ayant comme conséquence une altération de la vasculogenèse [76, 91]. Par contre, 
l'inactivation de la partie tyrosine kinase de VEGFR-1 est compatible avec le 
développement normal chez la souris, mais elle affecte l'angiogenèse tumorale [92, 93]. 
Pendant la période de l'embryogenèse, le VEGFR-1 jouerait un rôle de récepteur 
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"réservoir" pour le ligand VEGF-A réglant sa disponibilité pour le VEGFR-2 ainsi que 
son activité transmise par cette liaison au VEGFR-2. Dans l'angiogenèse pathologique, le 
récepteur VEGFR-1 participe activement  au développement de lésions athéromateuses et 
dans l'arthrite rhumatoïde [94].  Une forme soluble du VEGFR-1 contenant seulement les 
six premiers domaines Ig a été clonée à partir d’une banque d’ADN complémentaires 
issue de cellules HUVEC [95]. Le VEGFR-1 soluble inhibe l’activité du VEGF-A en le 
séquestrant [96]. Dans un modèle murin d'arthrite, l'inhibition de VEGFR-1 diminue 
l'œdème, l'érythème et l'ankylose [94]. Dans ce modèle, VEGFR-1 est nécessaire à la 
mobilisation de précurseurs de CE à partir de la moelle osseuse [97, 98]. Il semble que 
VEGF-B et PlGF soient nécessaires pour la réponse biologique induite par la 
phosphorylation de VEGFR-1 [87].  
 
 
1.2.6 Le récepteur VEGFR-2  
 
           Le récepteur de type 2 du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire 
(VEGFR-2), aussi appelé kinase du foie fœtal (Flk-1) chez la souris et récepteur 
contenant un domaine kinase (KDR) chez l’humain, est un récepteur à tyrosine kinase de 
200 à 300-kDa. Le VEGFR-2 est une glycoprotéine qui a été découverte en 1992 [99], et 
qui semblait être responsable de la plupart des réponses des CE observées sous l’action 
du VEGF [100]. Bien que l’affinité du VEGF soit presque 10 fois supérieure pour le 
VEGFR-1 que pour le VEGFR-2, ce dernier semble être le principal récepteur impliqué 
dans la signalisation intracellulaire et dans l’activité angiogénique induite par le VEGF. Il  
lit les isoformes du VEGF-A, -C, -D, -E et svVEGF [75], mais pas le VEGF-B167 et le 
23 
PlGF [95]. Le VEGFR-2 est exprimé au niveau des CE des systèmes sanguin et 
lymphatique [101]. Il est impliqué dans la transduction du signal intracellulaire 
responsable de la migration des CE dépendant des intégrines, ceci découle de sa capacité 
de former un complexe avec l’intégrine V3 et d’induire la prolifération des CE, la 
migration et l’angiogenèse in vivo [102]. Chez la souris, l'inactivation du gène codant 
pour le récepteur VEGFR-2 entraîne un manque de développement d'hémangioblastes, 
ceci affecte la vasculogenèse [61]. Les formes matures de VEGF-C et -D lient et activent 
également le VEGFR-2 en plus du VEGFR-3 [36]. Actuellement, il n'est pas confirmé 
que l'activation de VEGFR-2 par ces différents ligands induise les mêmes voies de 
signalisation et par conséquent une réponse physiologique identique.  
La majeur partie de la signalisation cellulaire fonctionnelle du VEGF décrite 
jusqu’à maintenant est liée à l’activation du VEGFR-2. En effet, des données in vitro et 
in vivo ont démontré l'impact de l'activation du  VEGFR-2 par le VEGF-A dans les CE 
pour l'induction spécifique de la migration, la prolifération, la perméabilité vasculaire, 
ainsi que  l'angiogenèse [51]. 
 
1.2.6.1  La migration des CE 
 
La stimulation du VEGFR-2 induit la polymérisation de l’actine, la formation de 
lamellipodes/filopodes et la contraction des fibres de myosine permettant la migration 
cellulaire au moyen de deux voies de signalisation principales. En effet, le VEGFR-2 
permet la phosphorylation de la MAPK p38, laquelle active, à son tour, la protéine kinase 
activée par MAPK de types 2 et 3 (MAPKAPK2/3). Cette dernière phosphoryle un 
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modulateur de la polymérisation des fibres F-actine, la protéine Hsp27 [103].  De plus, tel 
que mentionné précédemment,  le VEGFR-2 induit la phosphorylation et l’activation de 
FAK, qui intervient dans la régulation de l’assemblage des foyers d’adhésions, de 
l’organisation du cytosquelette d’actine et de la migration cellulaire [104]. De façon 
détaillée, après activation du VEGFR-2, on voit une association entre les 130 derniers 
acides aminés du récepteur et la protéine Hsp90. Ceci permet l’activation de la petite 
GTPase RhoA et sa kinase sérine/thréonine associée ROCK, puis ultimement la 
phosphorylation de FAK sur son résidu tyrosine 407, une étape requise pour l’induction 
et la migration cellulaire [105]. Ainsi, l’inhibition de l’interaction VEGFR-2/Hsp90, en 
utilisant un inhibiteur spécifique de ROCK ou des formes dominantes négatives de RhoA 
et ROCK entraine une inhibition de la phosphorylation de FAK sur sa tyrosine 407 [105].  
De même, l’utilisation d’une forme mutante du VEGFR-2 où les 130 acides aminés de la 
partie C-terminale ont été supprimés entraîne une incapacité d’association avec la Hsp90 
et une inhibition de la migration cellulaire induite par le VEGF  [105].     
 
1.2.6.2  La prolifération des CE 
 
La principale voie de signalisation qui mène à la prolifération  des CE est du à 
l’activation des MAPKs, ERK-1 et -2 (extracellular signal-regulated kinase). Le 
VEGFR-2 permet l’activation de ces protéines par le biais de deux mécanismes 
intracellulaires distincts; soit par la voie classique dépendante de Ras ou à l’aide d’une 
voie qui lui est unique et basée sur l’activation de la phospholipase C-γ (PLC-γ). Ainsi, le 
VEGFR-2 peut activer de façon directe la PLC-γ. Cette dernière hydrolysera le 
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phosphatidylinositol-4,5-biphosphate dans le but de produire du diacylglycérol (DAG) et 
de l’inositol-triphosphate (IP3). Cette cascade signalétique permet une augmentation du 
calcium intracellulaire et l’activation de la protéine kinase C (PKC). Enfin, cette kinase 
agira au niveau du Raf-1 lequel, une fois activé, phosphorylera et activera les kinases 
MEK-1 et -2. Ces dernières vont ensuite phosphoryler et activer les protéines kinases 
spécifiques aux sérines/thréonines; les ERK-1 et -2  [106-108]. 
On croyait que l’induction de la prolifération des CE par le VEGFR-2 était 
dépendante uniquement de la PLC-γ et indépendante de Ras. Maintenant, nous savons 
que la voie classique d’activation des ERKs par les récepteurs à tyrosine kinase (RTKs) 
est aussi impliquée lors de ce processus [109]. Ainsi, il a été démontré que le VEGF 
provoque l’activation de Ras et que cette étape est primordiale à l’induction de la 
prolifération des CE par cette cytokine [109].  
 
1.2.6.3  La survie des CE 
 
La dégradation de la matrice extracellulaire est l’une des étapes les plus 
importantes du processus angiogénique. Pour ceci, les cellules enrôlées dans 
l’angiogenèse requièrent de forts signaux de survie/anti-apoptotiques afin d’éviter la mort 
cellulaire programmée causée par le manque d’adhésion [110]. L’activation de la 
phosphoinositol 3-kinase (PI3K) avec son plus important médiateur, la kinase anti-
apoptotique Akt/protéine kinase B (PKB), constituent le principal  mécanisme par lequel 
le VEGF initie des signaux de survie [111, 112]. En effet, l’activation du VEGFR-2 par le 
VEGF mène à l’activation de l’enzyme PI3K, laquelle phosphorylera le 
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phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) dans le but de produire le 
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). Le PIP3 fonctionne comme un signal de 
recrutement membranaire pour Akt et PDK1 (phosphoinositol-dependent kinase-1) et par 
la suite l’activation de l’Akt par cette dernière. La forme activée d’Akt retournera au 
cytoplasme  pour inhiber l’activité de protéines pro-apoptotiques telles que Bad, Bax et la 
caspase 9, et augmenter le niveau de certaines protéines anti-apoptotiques dont A1 et Bcl-
2 [111, 113]. Un deuxième scénario qui permet la survie cellulaire via l’activation du 
VEGFR-2 par le VEGF fait intervenir l’activation de la protéine kinase de contacts 
focaux (FAK), une protéine connue pour son rôle dans le maintien des signaux de survie 
chez plusieurs types de cellules adhérentes dont les CE [114]. En effet, une augmentation 
de la phosphorylation et le recrutement de FAK induits par le VEGF, au sein de 
nouveaux foyers d’adhésion dans les CE permet un ancrage de la cellule à la MEC et 
induit des signaux de survie [115]. 
 
 
1.2.7 Les résidus tyrosines  du VEGFR-2  
 
Le VEGFR-2 joue un rôle important dans la médiation des processus 
physiologiques et physiopathologiques induits par le VEGF. Ainsi, plusieurs résidus 
tyrosines (Y) existent dont la phosphorylation est essentielle au recrutement et à 
l’activation de protéines contenant des domaines d’homologie à Src 2 (SH2) et qui sont 
impliquées dans la transmission de signaux intracellulaires. Le VEGFR-2 contient un 
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domaine extracellulaire avec un motif de liaison du ligand, un domaine transmembranaire 
puis un domaine intracellulaire incluant une région avec activité tyrosine kinase.  
L'homodimérisation du VEGFR-2 provoquée par la liaison au VEGF entraîne une 
forte autophosphorylation du récepteur sur les résidus tyrosines. Cette phosphorylation 
entraîne un changement de conformation qui facilite la liaison de l’ATP au récepteur, ce 
qui permet au site catalytique de chaque monomère de phosphoryler des résidus tyrosines 
sur la portion cytosolique de l’autre monomère [116]. Le VEGFR-2 contient 19 résidus 
tyrosines intracellulaires dont seulement 11 sont situés dans une région non catalytique et 
par conséquent potentiellement phosphorylables [117]. Jusqu’à maintenant, seulement 
huit de ces tyrosines ont été démontrées comme pouvant être phosphorylées en réponse 
au VEGF; parmi ces derniers, il y a le résidu Tyr1059 qui est situé dans le domaine kinase, 
les tyrosines Tyrl175 et Tyr1214 qui sont situées dans la région de la queue C-terminale du 
récepteur [71, 118] et la Tyr801 située au niveau du domaine d’insert kinase. Certains de 
ces sites ont été identifiés par des méthodes directes (par des anticorps spécifiques) [118, 
119] et indirectes (par l’identification d’une réponse cellulaire reliée à la phosphorylation 
du résidu tyrosine).  
 
 
1.2.7.1  Résidu Tyr801 
 
          La Tyr801 est considérée comme étant l’un des premiers sites de phosphorylation 
potentiel du récepteur VEGFR-2 [120]. Dans cette étude, les séquences des récepteurs 
VEGFR-1 et -2 ont été alignées, permettant de savoir que la Tyr801 du VEGFR-2 
correspondait à la Tyr794 du VEGFR-1. Ce résidu est phosphorylé et interagit avec 
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l’enzyme PLC-γ après une stimulation du récepteur au VEGF. De plus, la Tyr801 est 
entourée de séquences d’autophosphorylation et de liaison à la PLC-γ. Finalement, grâce  
à des études de double-hybride en levure, une interaction entre l’enzyme et ce résidu a été 
observée [120]. Par opposition, une deuxième étude montre clairement que la 
phosphorylation de la Tyr801 est primordiale pour l’activation de la PI3K mais pas pour 
l’activation de la  PLC-γ. En effet, l’utilisation d’un mutant du VEGFR-2 dont la tyrosine 
a été remplacée par une phénylalanine (Y801F) montre une diminution de la production 
de PIP3 dans un essai d’activité kinase PI3K in vitro [121]. De plus, la mutation de ce 
résidu inhibe l’interaction entre le VEGFR-2 et la sous-unité régulatrice de la PI3K et 
affecte la phosphorylation d’Akt mais n’a pas d’effet sur la phosphorylation de la PLC-γ. 
Finalement, cette même étude montre que la Tyr801 est importante dans la stimulation de 
la croissance cellulaire par le VEGFR-2. 
 
 
1.2.7.2 Résidu Tyr1059  
 
     La Tyr1059 est situé au niveau du domaine kinase du VEGFR-2 [122, 123]. Elle 
est impliquée dans l’activité tyrosine kinase du récepteur. Ceci est confirmé par la perte 
de cette activité suite à la mutation de la tyrosine en phénylalanine [122-124]. Ce résidu 
est clairement reconnu comme étant nécessaire à l’activité catalytique maximale du 
récepteur [122, 123]. En effet, ce site, en compagnie du résidu Tyr1054, est localisé au 
niveau de la boucle d’activation de la kinase dont la phosphorylation a été présentée 
comme étant essentielle à l’activité kinase du récepteur. Ce double mutant Tyr1059/Tyr1054 
ne montre que 10% de la phosphorylation totale par rapport à la phosphorylation du 
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VEGFR-2 sauvage [122]. Par conséquent, ces constatations sont semblables à celles 
antérieurement rapportées pour le récepteur à l’insuline et d’autres récepteurs à tyrosine 
kinase qui contiennent aussi des résidus tyrosines dont la phosphorylation est essentielle à 
l’induction de l’activité catalytique maximale du récepteur [125].     
 
 
1.2.7.3 Résidu Tyr1175  
 
          Le résidu Tyr1175 du VEGFR-2 est le site le plus documenté. Sa phosphorylation 
donne lieu au recrutement et à l’activation de la PLC-γ et correspond à la tyrosine Tyr1169 
du VEGFR-1 [120]. L’utilisation d’études de double hybride en levure, de co-transfection 
ou suite à l’utilisation d’un phospho-peptide Tyr1175 synthétique en combinaison avec une 
protéine recombinante contenant les domaines SH2 de la PLC-γ a permis de découvrir 
que la Tyr1175 joue un rôle important dans l’interaction VEGFR-2/PLC-γ [118, 120, 126]. 
Il est à noter que la forme non phosphorylable du VEGFR-2 pour ce résidu montre une 
diminution de la phosphorylation de la PLC-γ, de la p42/44 MAPK ainsi qu’une baisse de 
la synthèse d’ADN induite par le VEGF [118, 127]. Ces données montrent que ce résidu 
joue un rôle important dans la régulation de la prolifération des CE par le VEGFR-2. Ce 
même résidu a été reconnu comme interagissant avec les protéines adaptatrices Shc/Sck 
et Shb [128, 129]. La protéine  Shc est connue pour interagir avec plusieurs récepteurs 
tyrosine kinase à la voie de Ras-MAPK [130] alors que Shb a été relié à l’activation de la 
PI3K ainsi qu’à la phosphorylation de FAK qui mène à la régulation de la migration 
cellulaire [131]. L'activation de la voie de signalisation de la MAPK/Erk survient en aval 
du récepteur, à la suite de la phosphorylation du résidu Tyr1175. Ce mécanisme 
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d'activation mène à la prolifération des CE. La Tyr1175 phosphorylée qui entre en liaison 
et active la PLC-γ mène à une cascade de signalisation qui requiert la protéine kinase C 
(PKC), c-Raf, MEK-1/-2 et ERK-1/-2 [118]. 
 Une étude récente propose que la Tyr1173 (forme murine du gène VEGFR-2, 
résidu qui correspond à la Tyr1175 de la forme humaine) exerce un rôle très important  
dans la vasculogenèse des souris [132]. Ainsi, des souris homozygotes pour une version 
mutante du VEGFR-2 (Y1173F) meurent aux jours E8,5-E9,5 à cause d’une déficience 
de vaisseaux sanguins et d’une déficience marquée de précurseurs hématopoïétiques, un 
phénotype semblable à celui des souris VEGFR-2-/-. Une autre étude suggère que la 
phosphorylation de la  Tyr1175 est requise pour l’activation de la PI3K [121]. Par contre, 
cette étude contredit aussi l’implication de la Tyr1175 dans l’activation de la PLC-γ. Il se 
pourrait donc que ces observations soient plus le résultat de l’utilisation d’un récepteur 
chimérique (composé des domaines trans-membranaires et intracellulaire du VEGFR-2 
fusionnés au domaine extracellulaire du récepteur CSF-1R/c-fms) qu’un effet 
physiologique réel.  
 
 
1.2.7.4 Résidu Tyr1214  
 
La phosphorylation de la Tyr1214 du VEGFR-2 favorise la régulation de la 
migration des CE induite par le VEGF [133], et celle de l’autophosphorylation du 
récepteur [134]. En effet, il a été observé que l’utilisation d’une forme mutante du 
VEGFR-2 au niveau du résidu Tyr1214 (Y1214F) entraîne une diminution importante de la 
phosphorylation totale du récepteur après stimulation au VEGF. Ceci est produit en 
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parallèle avec une diminution de l’activation de certaines protéines de signalisation telles 
que PLC-γ, MAPK et Src [134]. Par contre, ces observations n’ont pu être confirmées, la 
plupart des études qui ont utilisé cette forme mutante du VEGFR-2 n’observent pas une 
telle diminution de l’activité catalytique du récepteur ni de l’activation des enzymes PLC-
γ, ERK ou de la synthèse d’ADN [118, 133].  
Récemment, la  Tyr1214 a été caractérisée comme responsable de l’activation de la 
Cdc42, qui active par la suite la SAPK2/3 (Stress-activated Protein Kinase)/p38 MAPK, 
deux protéines indispensables au remodelage de l’actine dans les fibres de stress. 
L’activation de la MAPKAPK-2 (MAPK activated protein kinase-2) et Hsp27 (Heat 
shock protein 27) survient suite à l’activation de ces cascades enzymatiques, déclenchant 
un remodelage de l’actine et ainsi la mobilité cellulaire [133]. Cette activité signalétique 
entraine la polymérisation de l’actine et le rassemblement d’adhésions focales, 
convergeant vers la formation de fibres de stress et la contraction des CE qui est 
indispensable pour induire la migration et la prolifération cellulaire. 
 
 
1.2.8 Le VEGFR-3  
 
 
 
          Le VEGFR-3 (Flt-4) est une glycoprotéine de 170-kDa. C’est un récepteur qui 
possède une grande affinité pour le VEGF-C et le VEGF-D [75], mais pas pour le VEGF-
A, ni pour le VEGF-B et le PlGF. Au stade embryonnaire, le VEGFR-3 est exprimé au 
niveau de tout l'arbre vasculaire puis se restreint aux vaisseaux lymphatiques et à certains 
capillaires fenestrés [135, 136]. En effet, l’expression d’une forme soluble du VEGFR-3 
inhibe la lymphangiogenèse fœtale et induit la régression des vaisseaux lymphatiques 
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déjà formés [66].  De plus, l’activation du VEGFR-3 par ses agonistes induit une 
protection des CE lymphatiques de l’apoptose causé par le sevrage [75]. Par ailleurs, 
nous observons une augmentation de l’expression du VEGFR-3 chez les personnes 
souffrant de chondrocyte osteoarthritique par rapport à celles sans arthrite [137]. Le 
VEGFR-3 est traduit en un précurseur qui subit un clivage protéolytique au niveau de sa 
partie extracellulaire, cette dernière restant liée à sa partie transmembranaire par des 
ponts disulfures [36]. L'inactivation du gène codant pour VEGFR-3 entraîne un défaut 
dans le remodelage de l'arbre vasculaire avant l'apparition des vaisseaux lymphatiques 
[138]. La différenciation des CE, ainsi que la vasculogenèse, ne sont pas touchées par 
l'absence de VEGFR-3. Par contre, le développement de l'hématopoïèse au niveau de la 
membrane vitelline est très affecté, suggérant un rôle pour VEGFR-3 dans l'hématopoïèse 
[139]. Dans l'angiogenèse tumorale, le VEGFR-3 est ré-exprimé au niveau des CE des 
vaisseaux sanguins [140, 141]. Le blocage du VEGFR-3, lors du processus tumoral, 
entraîne une altération de l'angiogenèse et résulte en une diminution de la croissance 
tumorale [142]. Le VEGFR-3 est impliqué dans le lymphoedème héréditaire de type I 
[143, 144]. Cette maladie se transmet de manière autosomale dominante et les mutations 
décrites se trouvent dans la partie kinase de VEGFR-3. Ces mutations affectent la 
capacité d'autophosphorylation du récepteur [143, 144]. De plus, dans les hémangiomes, 
une mutation somatique dans la partie kinase de VEGFR-3 a été trouvé dans les CE de la 
lésion, mais pas dans celles du tissu sain environnant [145].  
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1.2.9 Neuropiline, co-récepteur et  modulateur de l’activité du VEGFR-2    
   
 
          La neuropiline a été mise en évidence en 1991 à la surface des neurones 
d’embryons Xenopus et identifiée sous le nom d’antigène A5 [146]. En 1997, deux 
équipes scientifiques rapportèrent qu’il s’agissait d’un récepteur de SEMA3A, une des 
sémaphorines (SEMA) de classe 3 [147]. Un homologue de la neuropiline ayant plus tard 
été mis en évidence et nommé neuropiline-2 (NRP-2), la neuropiline fut renommée alors 
neuropiline-1 (NRP-1) [148]. Les NRPs sont des récepteurs dépourvus d’activité tyrosine 
kinase de 120 à 130-kDa [149, 150], composées de 5 domaines : une portion 
extracellulaire de 860 acides aminés composée de 3 domaines (a1a2, b1b2 et c), un 
domaine transmembranaire de 23 acides aminés, et un court domaine cytoplasmique 
d’environ 40 acides aminés [150]. Si les NRPs ont été identifiées à l’origine pour leur 
rôle essentiel dans le guidage axonal au cours du développement du système nerveux 
chez l’embryon [151], leur rôle a par la suite été démontré dans l’angiogenèse adulte, en 
agissant comme site de liaison (co-récepteur) du VEGF-A165 [152, 153]. Il est intéressant 
de noter que d’autres familles de molécules (éphrine/Eph, nétrine/UNC5 et slit/Robo), 
originalement impliquées dans le développement du système nerveux, sont désormais 
associées à la vasculogenèse et à l’angiogenèse, suggérant un parallèle entre les 
molécules de l’angiogenèse et celles impliquées dans le guidage axonal [154].   
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1.2.9.1  Expression des neuropilines  
 
Les NRPs sont présentes dans les vaisseaux matures et en développement, à la 
fois sur les cellules musculaires lisses (CML)[155] et sur les CE [156], mais également 
au niveau de l’endothélium vasculaire des tumeurs [155, 157-159]. L’expression de la 
NRP-2 au niveau endothélial semble être restreinte aux veines et aux vaisseaux 
lymphatiques [160]. L’expression de la NRP-1 est régulée chez les cellules endothéliales 
par le Tumor necrosis factor α (TNFα), les facteurs de transcription dHAND et Ets-1 et les 
dommages vasculaires [161]. L’expression de la NRP-1, mais pas de la NRP-2, sur les 
CE est accrue en présence de VEGF, par un mécanisme faisant intervenir VEGFR-2 
[162]. 
 
 
1.2.9.2 Effets médiés par les neuropilines 
 
Il y a eu beaucoup d’études sur le rôle des co-récepteurs (NRP-1, NRP-2) au 
cours du développement des CE artérielles, veineuses et lymphatiques.  Ces observations 
nous amènent à suggérer des rôles spécifiques de ces co-récepteurs dans le 
développement du réseau artériel et veineux/lymphatique. La NRP-1 ne possède pas de 
domaine tyrosine kinase intracellulaire et par conséquent agit en conjonction avec 
d’autres récepteurs pour potentialiser la cascade signalétique via le VEGF-A165 [163]. La 
NRP-2  ne possède pas, lui non plus, le domaine intracellulaire et peut se lier aux VEGF-
A165, VEGF-A145 et  PlGF, et peut interagir avec le VEGFR-1 [164, 165]. 
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La signalisation médiée par le VEGF-A165 via la NRP-1 se ferait par la formation 
de complexes avec le VEGFR-2 [150, 164]. Contrairement à l’isoforme VEGF-A121, 
l’isoforme VEGF-A165 se lie à la NRP-1, par la biais d’un domaine encodé par l’exon 7 
[149, 156]. Le VEGF-A165 se lie par ailleurs au VEGFR-2, via une région encodée par 
l’exon 4, ce qui conduit à la formation d’un complexe ternaire entre le VEGF-A165, la 
NRP-1 et le VEGFR-2 [166, 167]. La présence de la NRP-1 augmente la liaison du 
VEGF-A165 au VEGFR-2 [167], et potentialise les effets mitogéniques et chimiotactiques 
induit par le VEGFR-2 [150, 168, 169]. Cela pourrait expliquer la moindre activité pro-
angiogénique du VEGF-A121 comparé au VEGF-A165, puisque que le VEGF-A121 ne se lie 
pas à la NRP-1 [168]. Il a été reporté que la migration cellulaire médiée par le VEGFR-2, 
induite par le VEGF-A165 et non par le VEGF-A121, est fortement augmentée en présence 
du co-récepteur NRP-1 [170]. Il a été démontré encore que la co-expression de la 
neuropiline-1 et du récepteur VEGFR-2 à la surface des cellules endothéliales augmente 
de 6,5 fois la phosphorylation du VEGFR-2 et de 2,5 fois la migration cellulaire [150], 
tout en accentuant la synthèse du facteur d’activation plaquettaire et la 
prolifération/migration des cellules endothéliales stimulées par le VEGF [169]. 
L’inactivation de la NRP-1 inhibe la liaison du VEGF-A165 au récepteur VEGFR-2 et 
bloque l’activité mitogénique normalement induite par cette isoforme du VEGF. 
Les NRPs agissent comme des médiateurs actifs dans la réponse immunitaire, le 
développement neuronal et dans l’angiogenèse [161]. La suppression du gène de NRP-2 
compromet la formation de petits vaisseaux lymphatiques, menant à suggérer que le 
NRP-2 peut agir comme un co-récepteur pour le VEGFR-3 [171]. Le rôle de la 
neuropiline-1 dans l’angiogenèse a par ailleurs été documenté par des expériences de 
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transgénèse de la NRP-1 et a montré une létalité à 17,5 jours de vie embryonnaire avec 
développement d’une hyper-capillarité et la production de vaisseaux anormaux et d’une 
angiogenèse aberrante.  
 
 
1.3     RÉACTION INFLAMMATOIRE  
       
L’inflammation est définie comme une réponse physiologique de l’organisme 
face à une agression telle qu’une brûlure, une infection, une réaction auto-immune ou une 
allergie. Dans le cas habituel, l’inflammation est un processus bénéfique, rapide et de 
courte durée. Son but est d’éliminer les agents pathogènes ou de réparer les lésions 
tissulaires. Elle peut être devisée en deux stades : l’inflammation aiguë et l’inflammation 
chronique. L’inflammation aiguë vient de l’effet direct de médiateurs inflammatoires sur 
la contraction des CE, ainsi que la formation par ces dernières de brèches intercellulaires 
menant à l’extravasation des protéines plasmatiques [172]. Par contre, l’inflammation 
chronique implique le recrutement de cellules inflammatoires circulantes comme les 
monocytes et les polymorphonucléaires. Après activation de l’endothélium par un 
stimulus pro-inflammatoire, plusieurs types de molécules d’adhérences sont exprimés à 
sa surface, visant à faciliter le ralentissement et l’arrêt complet des cellules 
inflammatoires de la circulation au site enflammé. Ces cellules migrent par la suite vers 
l’interstitium et les tissus sous-endothéliaux en direction du chémoattractant dans le but 
d’y secréter une panoplie de facteurs inflammatoires et angiogéniques, ainsi que pour y 
exercer des réactions radicalaires qui peuvent amplement endommager les tissus atteints.    
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Des données montrent que l’inflammation précède et/ou accompagne 
presqu’automatiquement l’angiogenèse dans des conditions tant physiologiques que 
pathologiques. Ces évidences s’appuient en partie sur des observations montrant que de 
nombreuses masses tumorales ont une perméabilité vasculaire accrue, et que des cellules 
inflammatoires telles que les neutrophiles et les macrophages sont souvent présentes aux 
sites angiogéniques [14, 173]. Par conséquent, plusieurs scientifiques ont porté une 
attention particulière à l’étude des mécanismes inflammatoires retrouvés en condition 
d’angiogenèse pathologique.    
 
1.3.1  Le PAF, médiateur de l’inflammation 
 
         Le facteur d’activation plaquettaire (PAF) fut découvert en 1970 en tant que facteur 
relâché par des leucocytes de lapin [174]. Le PAF est connu comme un puissant 
inducteur de multiples phénomènes biologiques tels que l’agrégation plaquettaire [175, 
176], l’hypotension [177], la bronchoconstriction [178] et principalement sa capacité à 
engendrer l’inflammation [175, 176]. Cette dernière caractéristique est liée à 
l’augmentation de la perméabilité vasculaire qu’induit le PAF. En effet, le PAF se lie aux 
CE et provoque des changements au niveau du cytosquelette. Les changements 
morphologiques des CE entraînent une contraction transitoire de ces dernières et, 
subséquemment, la formation de brèches intercellulaires permettant ainsi aux protéines 
plasmatiques de migrer vers l’interstitium [176, 179, 180].        
Des études in vitro ont permis de démontrer que le PAF sert de messager 
intercellulaire et intracellulaire [181] et participe à l’angiogenèse de par son pouvoir à 
induire la migration des CE [42]. Dans un contexte pathologique, le PAF peut provoquer 
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une puissante réponse inflammatoire aiguë et chronique [182]. Suite à la liaison du PAF à 
ses récepteurs endothéliaux membranaires ou endosomaux, ce dernier produit une 
augmentation de calcium intracellulaire, une contraction du cytosquelette d’actine, un 
rétrécissement cellulaire suivie d’une hyperperméabilité vasculaire [183]. De plus, une 
co-localisation du PAF à la membrane plasmique avec la P-sélectine endothéliale peut 
avoir lieu. L’interaction de ces deux facteurs respectivement avec le récepteur du PAF 
(PAFR) et le P-Selectin Glycosylated Ligand-1 (PSGL-1) de la surface des leucocytes 
favorise le roulement, l’activation et l’adhérence subséquente des leucocytes à 
l’endothélium [184].    
 
 
1.3.2  PAF, inducteur du processus angiogénique 
 
La libération du PAF à l’aide d’implants spongieux, in vivo, engendre un 
bourgeonnement de nouveaux vaisseaux sanguins chez la souris [185, 186], alors qu’in 
vitro, le PAF provoque directement la migration des CE [42]. Cette propriété est 
attribuable aussi bien à l’effet du PAF sur la migration endothéliale, qu’à la modulation 
PAF-dépendante des propriétés d’adhérence des CE. Le PAF, qui est responsable de 
l’augmentation de l’adhérence des plaquettes et de la transmission des leucocytes à 
travers la barrière endothéliale, permet la libération de la presque totalité des médiateurs 
angiogéniques [187]. D’autre part, le PAF parait également jouer un rôle dans 
l’angiogenèse pathologique. Entre autre, le PAF peut être secrété par plusieurs cellules 
tumorales [188]. Ce dernier, lorsque secrété dans l’espace extracellulaire, exerce une 
influence de façon paracrine sur les CE et tumorales pour permettre la formation de 
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bourgeonnement de nouveaux vaisseaux sanguins et favorise directement la malignité des 
tumeurs en question [42, 186]. Ces données viennent appuyer les observations in vivo qui 
rapportent la liaison directe entre le PAF et les effets pro-métastasiques du TNF-α et de 
l’interleukine-1, de même que dans la formation ultérieure de métastases pulmonaires 
[189-191]. Il est à noter que le récepteur du PAF (PAFR) est exprimé par plusieurs 
souches de cellules tumorales [186, 192] proposant un rôle autocrine pathologique du 
PAF. De plus, une surexpression du PAFR in vivo [193] favorise l’apparition spontanée 
de tumeurs. Ceci peut confirmer le rôle pro-tumoral du PAF.         
 
1.3.3  Le PAF, médiateur essentiel pour l’effet angiogénique du VEGF  
 
Les Docteurs Sirois et Edelman ont démontré que le VEGF est un puissant 
inducteur de la synthèse du PAF [43]. Dans un contexte hypoxique, la grande majorité 
des tumeurs humaines présentent une augmentation importante de la sécrétion du VEGF 
dans le but de promouvoir leur vascularisation [156, 194-197]. Le VEGF s’infiltre vers 
les tissus environnants dans le but de stimuler le VEGFR-2 des CE induisant en 
conséquence la synthèse et l’exposition du PAF à la surface membranaire. Le VEGF 
et/ou le PAF entraîne une baisse rapide du contenu en F-actine, une redistribution de la 
vinculine endothéliale [198, 199] et un rétrécissement cellulaire par le biais d’une 
contraction du cytosquelette d’actine. Ce dernier provoque la formation de brèches 
intercellulaire endothéliale [198], induisant une augmentation de la perméabilité 
vasculaire. Ceci est considéré comme un signe aigü de l’angiogenèse [28]. Suite à cela, le 
VEGF et le PAF promouvoient la translocation rapide de la P-sélectine à la membrane 
40 
[168, 184]. L’activation du PSGL-1 et du PAFR des neutrophiles ou des monocytes 
circulants respectivement par la P-sélectine et le PAF induit leur roulement et favorise 
leur adhérence et leur transmigration vers les tissus sous-endothéliaux [200]. Le VEGF et 
le PAF sont secrétés par les monocytes transformés en macrophages et les neutrophiles 
activés [173]. Les CE se dissocient partiellement de la membrane basale et migrent vers 
la source de VEGF ou de PAF grâce à la relâche des métalloprotéases par l’endothélium 
[201, 202]. La migration endothéliale induite par le VEGF est associé à la synthèse du 
PAF par l’endothélium [203]. Suite à l’effet mitogénique de VEGF, les CE vont 
s’assembler de façon tri-dimensionnelle dans le but de former un nouveau vaisseau 
sanguin souvent immature à cause de l’absence d’une membrane basale pleinement 
fonctionnelle. Ces nouveaux vaisseaux sanguins permettent la croissance rapide de la 
masse tumorale ainsi que la libération systémique de métastases et de VEGF pouvant 
influencer le processus angiogénique et la malignité tumorale à des foyers lointains.                
Une autre étude vient confirmer le rôle crucial du PAF au niveau des effets 
angiogéniques du VEGF [188]. Cette étude rapporte que le PAF intervient directement 
dans la vascularisation de tumeurs induite par le VEGF. Ces chercheurs stipulent que le 
PAF synthétisé en réponse au VEGF amplifie la formation de nouveaux vaisseaux 
sanguins induite par le VEGF. Ainsi, le PAF participe aux processus pathologiques du 
VEGF, au moins au niveau des tumeurs. De là, il serait préférable d’enrichir nos 
connaissances des mécanismes via lesquels le VEGF induit la synthèse du PAF.  
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1.3.4  Biosynthèse du PAF 
 
La biosynthèse du PAF passe par deux mécanismes distincts. Le premier est 
connu sous le nom de biosynthèse de novo, et répond aux besoins physiologiques de 
l’organisme. L’activité des enzymes qui le compose est principalement dictée par la 
disponibilité en substrat et permet une synthèse de PAF basale et constitutive [204]. Dans 
le contexte d’une réaction inflammatoire ou allergique, la voie principale est celle du 
remodelage. La synthèse commence soit par l’activation de la phospholipase A2 
cytosolique (cPLA2) ou d’une transacylase indépendante du Coenzyme A (CoA-IT) 
capable d’hydrolyser un phospholipide membranaire (généralement le 1-O-alkyl-2-
arachidonoyl-sn-glycéro-3-phosphocholine) de nombreuses cellules de la réaction 
inflammatoire telles que les cellules polynucléaires neutrophiles et basophiles, les 
mastocytes, les monocytes, les macrophages, les cellules endothéliales et les plaquettes 
[205] générant ainsi un acide gras (acide arachidonique) et le lyso-PAF (1-alkyl-2-lyso-
glycéro-3-phosphocholine), le précurseur du PAF [206, 207]. Le lyso-PAF est 
transformé, par la suite, en PAF par la lyso-PAF acétyltransférase qui catalyse le transfert 
du groupement acétyl de l’acétylCoA vers le groupement hydroxyl libre en position sn-2 
du lyso-PAF [206]. Il s’agit de l’étape limitante de la biosynthèse du PAF contrôlée par la 
phosphorylation/déphosphorylation de l’acétyltransférase. Le PAF n'est pas emmagasiné 
de façon constitutive dans les cellules, il est produit, en réponse à diverses stimulations 
par les cellules déjà citées. Le PAF est inactivé par désacétylation sous l'action d'une 
acétylhydrolase qui le transforme en lyso-PAF, lui-même transformé par une 
acyltransférase en précurseur inactif, le 1-O-alkyl-2-acyl-glycérophosphocholine. 
L'inhibition de l'acétylhydrolase augmente la concentration tissulaire du PAF (figure 4).  
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Figure 4. Biosynthèse du PAF-acéther. Dans la voie de synthèse par remodelage, la 
biosynthèse du précurseur du PAF, 1-O-alkyl-2-acyl-sn-glycérol-3-phosphorylcholine est 
hydrolysée par la phospholipase A2 (PLA2) pour engendrer 1-O-alkyl-sn-glycérol-3-
phosphorylcholine (lyso-PAF), précurseur immédiat du PAF dépourvu d'effet biologique, 
et un acide arachidonique. L'acétyltransférase convertit le lyso-PAF en PAF par l'ajout 
d'un acétate provenant de l'acétyl-CoA. La voie de novo fait d'abord intervenir 
l'acétylation du précurseur 1-O-alkyl-sn-glycérophosphate à l'aide d'un acétyltransférase ; 
cette nouvelle molécule subit ensuite une déphosphorylation par une phosphohydrolase. 
Finalement, un groupement phosphocholine issu d'une cytidine-diphosphate est ajoutée à 
ce précurseur, par une choline phosphotransférase, pour donner le PAF. Cette voie de 
synthèse n'est pas utilisée par toutes les cellules (Adaptée à partir de : Snyder, F. Med 
Bio, 416, 5-10,1996) [208]. 
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1.3.5  Les récepteurs du PAF 
 
 
          Le PAF, qui est un puissant médiateur inflammatoire [175, 176], agit sur son 
récepteur spécifique. Ce dernier comporte une séquence de 342 acides aminés. L’analyse 
du profil d’hydropathie a montré la présence de sept domaines hydrophobes 
transmembranaires et couplé à une protéine G (RCPG) [209, 210], ce qui est une 
caractéristique commue de tous les récepteurs couplés à une protéine G. Ce RCPG est 
rencontré chez plusieurs types de cellules comme les leucocytes, les cellules musculaires 
lisses et les CE [210]. Il y a au moins deux promoteurs distincts qui sont impliqués dans 
la régulation transcriptionnelle de l’expression du gène du récepteur du PAF dans divers 
tissus et cellules. Il est à noter que suite aux études de liaison du groupe du Dr Bazan 
(1990), trois sites d’affinité différents et spécifiques ont été mis en évidence dont un à la 
surface membranaire et deux autres intracellulaires [211]. Ces résultats ont permis de 
distinguer deux sous-types de récepteurs du PAF, le premier existe au niveau du cytosol 
et le deuxième à la surface du noyau [210]. Ainsi, il a été possible d’inhiber de façon 
dose-dépendante l’agrégation plaquettaire induite par le PAF grâce à un antagoniste des 
récepteurs du PAF, le CV-3988 [212].    
 
1.3.6 Adhésion des cellules inflammatoires aux CE 
 
L’activation des CE par un stimulus inflammatoire conduit à la translocation de la 
P-sélectine et à la synthèse du PAF. Ce dernier peut être co-localisé à la membrane 
plasmique avec la P-sélectine endothéliale. Comme évoqué précédemment, ces deux 
facteurs interagissent respectivement avec le PAFR et le PSGL-1 à la surface des 
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leucocytes, pour ainsi favoriser le roulement, l’activation et l’adhérence subséquente des 
leucocytes à l’endothélium [184]. Le roulement est caractérisé par un contact plus intime 
entre les cellules inflammatoires et les CE. Pendant cette étape, une augmentation 
marquée du nombre de molécules d’adhésion à la surface des cellules inflammatoires est 
observé. Il s’agit des β intégrines, et principalement les formes αLβ2 et αMβ2. Le rôle de 
ces intégrines est de ralentir davantage les cellules inflammatoires à la surface des CE, les 
amenant à un arrêt complet près du site enflammé. Il est à noter que la P-sélectine joue un 
rôle important à ce stade. Les cellules inflammatoires sont principalement ancrées 
fermement aux CE par l’interaction de leurs intégrines. C’est principalement le CD18 
(sous-unité β2) des intégrines CD11a/CD18 et CD11b/CD18 qui s’active. Ceci a été 
découvert à l’aide de souris CD18-/- qui présentent des défauts entre autre de recrutement 
des leucocytes dans le péritoine [213] et dans la peau [214]. La dernière étape est la 
transmigration. Elle se traduit par la migration des cellules inflammatoires à travers la 
monocouche de CE. Ceci va permettre aux cellules inflammatoires d’atteindre l’espace 
sous-endothélial dans le but d’arriver à la source de l’inflammation. La famille des 
intégrines est très impliquée à ce niveau (CD11a/CD18 et α4β1), de même que les ligands 
de la famille des CAM (PECAM-1 : platelet endothelial-CAM et ICAM-1) et en 
particulier PECAM-1 [215, 216].     
Deux scénarios sont envisageables suite à l’évolution des étapes de l’adhésion : 
soit la réparation normale qui mène à une résolution et un retour à un tissu sain et 
fonctionnel. Dans le cas contraire, il se peut qu’il y ait une poursuite chronique d’un 
phénomène normal qui devient dégénératif et nuisible comme l’arthrite rhumatoïde et 
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l’inflammation chronique qui connaissent une affluence continue de cellules 
inflammatoires [217].        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
46 
1.4  PROBLÉMATIQUE ET BUT DU PROJET DE RECHERCHE 
 
Les Docteurs Sirois et Edelman ont prouvé qu’il était possible d’inhiber l’effet 
inflammatoire in vivo du VEGF à l’aide d’un prétraitement des animaux avec un 
antagoniste du récepteur du PAF, suggérant ainsi que l’hyperperméabilité vasculaire 
imputable au VEGF dépend de la synthèse du PAF [43]. Cette hypothèse fut confirmée 
via l’induction de la synthèse du PAF endothéliale par le VEGF au niveau des CE en 
culture. Cependant, les tyrosines impliquées dans la transphosphorylation de VEGFR-
2/R-2 menant à la synthèse du PAF étaient inconnues. Conséquemment, en utilisant des 
mutagenèses dirigées, ceci pour effectuer des transfections transitoires de CE avec des 
plasmides codant pour le cDNA du récepteur VEGFR-2, et dont les tyrosines ciblées 
doivent être remplacées de façon séquentielle par une phénylalanine pour les résidus  
Tyr801, Tyr1059, Tyr1175 et Tyr1214, nous avons voulu déterminer la contribution de ces 
tyrosines dans la synthèse du PAF. Par la suite, nous avons voulu confirmer ce fait par la 
mesures de l’expression et l’activation des tyrosines du VEGFR-2 impliquées dans les 
voies de signalisation menant à la synthèse du PAF, pour ce faire, nous avons utilisé des 
immunobuvardages de type Western.     
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ABSTRACT 
Vascular endothelial growth factor (VEGF) inflammatory effects require acute platelet-
activating factor (PAF) synthesis by endothelial cells (EC). We reported that VEGF-
mediated PAF synthesis involves the activation of the homodimeric tyrosine kinase 
receptor VEGFR-2/R-2 which is leading to p38 and p42/44 mitogen-activated protein 
kinases (MAPKs) and secreted group V phospholipase A2 (sPLA2-V) activation. We also 
reported that VEGF-A165-mediated prostacyclin (PGI2) synthesis requires VEGFR-1/R-2 
heterodimeric receptor activation. Selective activation of VEGF receptors can act as a 
balance in the synthesis of pro-(PAF) and anti-(PGI2) inflammatory factors. It is 
unknown which VEGFR-2 tyrosine phosphorylation site(s) contribute(s) to PAF 
synthesis.  Bovine aortic endothelial cells (BAEC) were transfected with pcDNA vectors 
encoding for native VEGF receptor-2 (VEGFR-2) cDNA, or one where tyrosine 
phosphorylation sites were mutated into phenylalanine (Y801F), (Y1059F), (Y1175F), 
(Y1214F); an empty pcDNA vector was used as negative control. Treatment of pcDNA-
transfected BAEC with VEGF (10-9 M) for 15 minutes increased PAF synthesis by 180%. 
In BAEC transfected with pcDNA vectors encoding mutated Y801F, Y1059F, Y1175F or 
Y1214F VEGFR-2 cDNA, we observed a marked reduction of VEGF-mediated PAF 
synthesis by 55, 61, 78 and 50% respectively as compared to pcDNA-transfected BAEC. 
Our data provide novel insight on the mechanisms by which VEGF promotes PAF 
synthesis. 
    
Key words: Tyrosine kinase receptor, growth factors, VEGF, PAF, endothelial cells, cell 
signalling, inflammation, angiogenesis.  
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INTRODUCTION 
Angiogenesis, the formation of new capillaries from pre-existing ones, plays a crucial 
role in the development of pathologies such as atherosclerosis, proliferative retinopathies, 
and tumor growth metastasis [72, 218]. Previous studies established the contribution of 
vascular endothelial growth factor (VEGF) in angiogenesis [82]. VEGF is a member of a 
family which includes 5 different analogs namely: placental growth factor (PlGF) and 
VEGF-A, -B, -C, -D. The most studied VEGF analog is VEGF-A which comprises 5 
isoforms of 206, 189, 165, 145 and 121 amino acids produced by alternative splicing 
[95]. The actions of VEGF analogs are mediated by the activation of tyrosine kinase 
receptors including VEGFR-1 and VEGFR-2, which are mainly expressed on endothelial 
cells (EC) and VEGFR-3, which is limited to lymphatic endothelium. Recent studies 
reported that neuropilin-1 (NRP-1), a transmembrane receptor, acts as a coreceptor, 
complexing with VEGFR-1 and VEGFR-2 and that NRP-1 specifically enhances VEGF-
A165 binding to VEGFR-2 and biological activities [150, 219, 220]. Upon ligand binding, 
VEGFRs undergo dimerization which can activate their intrinsic tyrosine kinase 
activities. The formation of VEGFR-1/R-1 homodimers provides minor 
autophosphorylation and biological functions [221]. VEGFR-1/R-2 heterodimerization 
promotes endothelial prostacyclin synthesis [222-224].  On our side, we observed that 
VEGF-A165 through the activation of VEGFR-2/R-2 promotes EC migration, 
proliferation and vascular permeability through the synthesis of platelet-activating factor 
(PAF) [43, 169, 216].   
 Previous studies reported that PAF alone can induce angiogenesis and contribute 
to VEGF-A165 angiogenic activity [183, 186, 225]. Using selective inhibitors, we showed 
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that VEGF-mediated PAF synthesis is driven by the activation of the secreted 
phospholipase A2 group V (sPLA2-V), which is positively regulated by the activation of 
p38 and p42/44 mitogen-activated protein kinases (MAPKs) [203]. These observation are 
in agreement with previous studies reporting that VEGFR-2 homodimerization leads to a 
strong VEGFR-2 autophosphorylation on tyrosine (Y) residues which are essential for the 
recruitment and activation of Src homology 2 (SH2)-bearing proteins involved in 
intracellular signal transmission. For instance, Y1059 residue is located in VEGFR-2 
tyrosine kinase catalytic domain and its phosphorylation is involved as a docking site to 
recruit molecules containing SH2, SH3 or PTB domains and conveys signals to 
downstream pathways [226]. The phosphorylation of Y1175 residue is essential for 
phospholipase C (PLC)-γ recruitment and activation as well as to convey ERK1/2-
mediated signal to DNA synthesis and cell proliferation [118].  The phosphorylation of 
Y1214 is needed for p38 MAPK-mediated actin remodeling and cellular migration [133, 
216, 227]. Finally, the phosphorylation of Y801 residue has been linked to PI3K 
association to VEGFR-2 docking site and prosurvival, anti-apoptotic activity [121].  
 As we previously reported the contribution of p38 and p42/44 MAPKs in VEGF-
mediated endothelial PAF synthesis, we then wanted to delineate the contribution of 
VEGFR-2 tyrosine phosphorylation sites on VEGF mediated PAF synthesis. 
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MATERIAL & METHODS 
Cell culture  
Bovine aortic endothelial cells (BAEC) were isolated from freshly harvested aortas, 
cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Invitrogen, Pickering, ON) 
containing 5% fetal bovine serum (FBS; Medicorp Inc, Montreal, QC), and antibiotics 
(100 units/ml penicillin and 1 μg/ml streptomycin; Sigma Chem., St-Louis, MO).  BAEC 
were characterized as described previously [43, 216]. Cells were not passaged for more 
than eight cycles.   
 
Plasmids and transfections 
Single point mutations resulting in codon change from tyrosine (Y) to phenylalanine (F) 
for residue Y801, Y1175, Y1059 and Y1214 were achieved using the QuikChange site-directed 
mutagenesis kit (Stratagene, Kirkland, WA) on human VEGFR-2 cDNA (in pRK7) 
[228]. All mutations were verified by DNA sequencing. BAEC were transfected at 80% 
confluence using Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s protocol 
(Invitrogen, Burlington, ON) either in 35- or 100-mm dishes (depending on experiments). 
24 hours post-transfection, fresh culture media (DMEM / 10% FBS / antibiotics) was 
added and the cells were maintained in this culture media for an additional 24 hours to 
reach endothelial cell confluence.  
 
Measurement of PAF synthesis  
PAF synthesis by BAEC was measured by the incorporation of 3H-acetate into lyso-PAF 
as described previously [43, 216]. Briefly, at 48 hours post-transfection of BAEC in 35-
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mm tissue culture plates, confluent BAEC were rinsed with HBSS (Hank’s balanced salt 
solution) / HEPES (10-2 M, pH 7.4). Cells were then stimulated for 15 minutes in 1 ml of 
HBSS-HEPES (10-2 M, pH 7.4), CaCl2 (10-2 M), 3H-acetate (25 µCi) (New England 
Nuclear, Boston, MA) plus VEGF (10-9 M) (human VEGF-A165, PeproTech, Rocky Hill, 
NJ). The reaction was stopped by addition of acidified methanol (5 x 10-2 M acetic acid), 
the wells were scraped and added to chloroform (2.5 ml) and 0.1 M sodium acetate (1 ml) 
mixture. Culture plates were washed twice with 1 ml of methanol, added to the 
chloroform mixture, shaken vigorously and centrifuged for 2 minutes at 1700 rpm. The 
upper phase was discarded and the chloroform phase was washed twice with 2 ml of the 
organic phase of HBSS-HEPES (10-2 M)-methanol-chloroform-sodium acetate (0.1 M) 
solution (1:2.5:3.75:1). Isolated lipids were dried under a stream of N2 gas, redisolved in 
180 µl of mobile phase solvent (water-chloroform-methanol 5:40:55) and purified by 
normal phase HPLC column (4.5x250 mm, 5 µm silica particle size; Varian, Harbour 
City, CA) and eluted with the mobile phase solvent at a 0.5 ml/minute flow rate. 
Fractions corresponding to 3H-PAF were quantified by counting radioactivity with a β-
counter.   
 
Western blot analyses of VEGFR-2 expression and phosphorylation 
Forty-two (42) hours post-seeding of transfected BAEC in 100-mm culture dishes, 
confluent BAEC were serum-starved in DMEM with antibiotics for 6 hours, rinsed with 
HBSS, then stimulated with or without VEGF-A165 (10-9 M) in a solution of 
HBSS/HEPES (10-2 M, PH 7.4), CaCl2 (10-2 M) for 7.5 minutes in 37ºC. Cell were 
solubilized with lysis buffer (500 µl) with PMSF 10-3 M, leupeptin 10 µg/ml, aprotinin 30 
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µg/ml and NaVO3 10-9 M (Sigma) and incubated at 4ºC for 30 minutes. Cell were scraped 
using a plastic policeman and protein concentration determined by Bradford assay.   
 Proteins were transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane.  
Membranes were blocked in immunoblot buffer (Tris-Hcl 2.5 x 10-2 M, NaCl 0.15 M, 
pH: 7.5) with 5% BSA (Bovine serum Albumine) for 1 hour at room temperature with 
gentle agitation and probed with primary antibodies as rabbit polyclonal phospho-Y1059-
VEGFR-2, rabbit polyclonal phospho-Y1214-VEGFR-2 (abcam, Cambridge, MA), rabbit 
monoclonal, phospho-Y1175-VEGFR-2 (Danvers, MA) and phospho-Y801-VEGFR-2 
[228] (1:1000 dilution) overnight. Membranes were stripped using Re-Blot Plus Strong 
stripping solution (Chemicon International, Temecula, CA) for 20 min and reprobed with 
Flk-1 mouse monoclonal IgG (1:1000 dilution; Santa-Cruz Biotechnology, Inc). Bands 
were visualized using LumiGloTM (New England Biolabs, Pickering, ON). The density of 
the bands was determined using Quantity One software (Bio-Rad, Mississauga, ON) 
[168].  
 
Statistical analysis 
Data are mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical comparisons were made by 
analysis of variance. Data were considered significantly different if values of p<0.05 
were observed. 
 
55 
RESULTS 
Phosphorylation of VEGFR-2 tyrosine residues in endothelial cells transfected with 
cDNA VEGFR-2 tyrosine mutants 
We previously reported that VEGF induces PAF synthesis from endothelial cells through 
VEGFR-2 activation [216]. However, we did not address which VEGFR-2 tyrosine 
phosphorylation sites are involved in VEGF-mediated endothelial PAF synthesis. To do 
so, we used in the current study: native BAEC, BAEC transfected with an empty pcDNA 
vector (negative control) and with pcDNA vectors encoding for native VEGF receptor-2 
(VEGFR-2) cDNA, or tyrosine phosphorylation sites mutated into phenylalanine 
(Y801F), (Y1059F), (Y1175F) and (Y1214F).   
 In a first series of experiment, we performed a dose (10-11 - 10-8 M) and time-
dependent experiment to assess the optimal conditions for VEGF to promote VEGFR-2 
phosphorylation. As previously reported [203], we observed that VEGF (10-9 M) induced 
a maximal VEGFR-2 phosphorylation within 7.5 minutes (data not shown) and those 
parameters were selected for our following studies related to VEGFR-2 phosphorylation.   
 Then, we assessed that the BAEC transfected with selected plasmids did maintain 
their intrinsic VEGFR-2 kinase activity. Native and transfected BAEC were stimulated 
with phosphate buffer saline (PBS; control) and with VEGF (10-9 M) for 7.5 minutes and 
we quantified the levels of tyrosine phosphorylation of mutated cells as compared to 
native untransfected BAEC and transfected BAEC with an empty pcDNA plasmid. 
 In BAEC transfected either with an empty pcDNA vector or with a pcDNA vector 
encoding for native VEGF receptor-2, we observed that the capacity of VEGF to promote 
the phosphorylation of VEGFR-2 tyrosine residues (Y801, -Y1059, -Y1175, -Y1214) as 
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compared to native untransfected BAEC was maintained (Figures 1-4). Then, we 
assessed the capacity of selected plasmids in which tyrosine residues were substituted to 
reduce the phosphorylation of corresponding endogenous VEGFR-2 tyrosine residues. In 
BAEC encoding pcDNA VEGFR-2 mutants (Y801F, Y1059F, Y1175F or Y1214F), we 
observed a reduction of VEGF-mediated VEGFR-2-Y801, -Y1059, -Y1175 and -Y1214 
phosphorylation by 73, 84, 89 and 47% respectively as compared to their corresponding 
control BAEC transfected with an empty pcDNA vector (Figures 1-4).    
 
Contribution of VEGFR-2 tyrosine residues on VEGF-mediated PAF synthesis 
We then addressed the synthesis of PAF in native BAEC and in transfected BAEC 
encoding pcDNA VEGFR-2 mutants (Y801F, Y1059F, Y1175F or Y1214F). As 
previously reported, native and transfected BAEC were stimulated with PBS or VEGF 
(10-9 M) for 15 minutes which is the optimal time period to promote endothelial PAF 
synthesis [43, 216]. In native BAEC, VEGF (10-9 M) increased PAF synthesis by 300% 
as compared to PBS-treated cells.  In BAEC transfected with an empty pcDNA vector or 
with pcDNA vector encoding for native VEGF receptor-2, we observed that VEGF (10-9 
M) increased PAF synthesis by 180 and 130% as compared to their corresponding control 
BAEC stimulated with PBS.  In BAEC encoding pcDNA VEGFR-2 mutants (Y801F, 
Y1059F, Y1175F or Y1214F), we observed a significant reduction of VEGF-mediated 
PAF synthesis by 55, 61, 78 and 50% respectively as compared to pcDNA-transfected 
BAEC stimulated with VEGF (10-9 M) (Figure 5). 
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DISCUSSION 
In the current study, we did observe that the autophosphorylation of VEGFR-2 
contributes to VEGF-mediated endothelial PAF synthesis and that the induction of PAF 
synthesis does not seem to be unique to the phosphorylation of only one VEGFR-2 
tyrosine residue as the reduction of VEGFR-2-Y801, -Y1059, -Y1175 or -Y1214 did contribute 
in all cases to a marked reduction of endothelial PAF synthesis as compared to control 
cells transfected with a control pcDNA vector.   
 Previous studies reported that VEGF promotes the phosphorylation of VEGFR-2 
tyrosine residues which activate dsictinct and common intracellelur signaling pathways, 
leading to cell proliferation, migration and permeability, this latter being namely 
mediated by the induction of endothelial PAF synthesis [43, 132, 229, 230]. Those 
signaling events are pivotal to the induction of pathological angiogenesis such as tumor 
growth, atherosclerosis, rheumatoid arthritis, retinopathies and other diseases associated 
to dysregulated formation of new blood vessels [82]. In order to develop pharmaceutical 
drug(s) that may suppress pathological angiogenesis, it is important to identify the 
tyrosine residues involved in the critical signaling pathways upon VEGFR-2 activation. 
 We reported that VEGF-mediated PAF synthesis is dependent on VEGFR-2/R-2 
homodimerisation [216] and implies the activation of two parallel intracellular pathways: 
1) the Ras-independent pathway through the downstream activation of PLC-γ/ PKC/ Raf 
and p42/44 MAPK, and 2) the activation of p38 MAPK pathway [203]. We then 
observed that the activation of p38 and p42/44 MAPK which form a constitutive multi-
protein complex with the mitogen-stress kinase (MSK1) leads to MSK1 phosphorylation 
and the activation of the secreted phospholipase A2 type V (sPLA2-V) which is essential 
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to PAF synthesis [231]. However, in those studies, we did not delineate which VEGFR-2 
tyrosine phosphorylation sites are involved in the activation of downstream intracellular 
signaling pathways leading to PAF synthesis. 
 Using, endothelial cells transfected with pcDNA vectors encoding for VEGFR-2 
mutated tyrosine phosphorylation sites, we thus wanted to address the potential 
contribution of different VEGFR-2 tyrosine posphorylation sites on VEGF-mediated PAF 
synthesis. Firstly, we did observe that the phosphorylation of VEGFR-2-Y1175 is the 
predominant tyrosine phosphorylated upon VEGF stimulation, and that the transfection 
of endothelial cells with a plasmid encoding pcDNA VEGFR-2 mutants (Y1175F) did 
provide the highest inhibition of VEGF-mediated PAF synthesis. These data are in line 
with a previous study reporting that the major autophosphorylation site on VEGFR-2 is 
Y1175, and that it is the major PLC-γ binding site which is essential to downstream PLC-γ-
PKC-p42/44 MAPK activation [118].  These observation support our current and 
previous data suggesting that VEGF-mediated phosphorylation of VEGFR-2-Y1175 and 
downstream PLC-γ-PKC-p42/44 MAPK activation is essential to endothelial PAF 
synthesis. 
 It has also been reported  that the phosphorylation of VEGR-2-Y1214 leads to the 
activation of the stress-activated proteine kinases (SAPK)2/p38 MAPK pathway which is 
essential in triggering endothelial cell actin polymerization and cell migration [133, 232]. 
It has also been reported that the activation of VEGFR-Y1214 does not contribute to PLC-
γ-PKC-p42/44 MAPK pathway [118, 132, 133].  As mentioned earlier, we previoulsy 
reported that p38 and p42/44 MAPK form a constitutive multi-protein complex with the 
mitogen-stress kinase (MSK1) and that dual activation of p38 and p42/44 MAPK is 
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needed to promote MSK1 phosphorylation and downstream the activation of sPLA2-V 
and PAF synthesis. In our study, we observed in BAEC transfected with a plasmid 
encoding for VEGFR-2 (Y1214F) a reduction of VEGFR-2-Y1214 phosphorylation and 
PAF synthesis mediated by VEGF. These observation are thus in agreement with the 
previous demonstration that VEGFR-2-Y1214 activation leads to p38 MAPK activation 
and downstream activities including endothelial cell movement and PAF synthesis. 
 Other groups reported that VEGF-mediated phosphorylation of VEGR-2-Y801 is 
involved in the activation of the p85 subunit phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) and 
downstream activation of Akt and endothelial nitric-oxide synthase (eNOS) and nitric 
oxide (NO) production [121, 228].  Another group reported that VEGFR-2-Y1175 
activation regulates VEGF-induced PI3K activation and cell migration [131, 132]. 
Therefore, although the activation of PLC-γ-PKC-p42/44 MAPK pathway is unique to 
VEGR-2-Y1175 activation, it appears that VEGR-2-Y1175 can contribute to activate other 
intracellular signaling pathways. This latter observation is in agreement with previous 
studies reporting that eNOS is a Ca2+/Calmodulin (Ca2+/CaM)-dependent enzyme, which 
is activated by intracellular Ca2+ release upon phospholipase C-γ (PLC-γ) activation [233-
236]. In a previous study, we reported that VEGF-mediated NO was independent from 
PAF synthesis and that NO synthesis does not contribute to promote VEGF-mediated 
PAF synthesis [237]. Thus, we were surprised to observe in our current study a reduction 
of PAF synthesis in BAEC transfected with a plasmid encoding pcDNA VEGFR-2 
(Y801F) mutant. However, based on the aforementioned observation regarding the dual 
activation of eNOS by the phosphorylation of VEGR-2-Y801 and Y1175 residues, we 
cannot rule out the possibility that the activation of VEGR-2-Y801 is limited to the 
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activation of PI3K signalling pathway and that it may not participate directly or indirectly 
to the activation of selected kinases associated to endothelial PAF synthesis. Another 
possibility could be that the blockade of VEGR-2-Y801 phosphorylation interferes with 
the activation of the VEGFR-2 tyrosine residues. 
 Another major VEGFR-2 tyrosine (Y1054/1059) phosphorylation site is located in 
the tyrosine kinase catalytic domain [119] which appears to be needed for maximal 
intrinsic VEGFR-2 kinase activity. Although specific intracellular kinase activities have 
not been yet associated to VEGFR-2-Y1054/1059 phosphorylation, it has been reported that 
Y1054/1059 phosphorylation is responsible for VEGFR-2 internalization upon its activation.  
However, studies remain to be performed to confirm whether VEGFR-2 internalization is 
needed to support phosphorylation of intracellular substrates [122].  In our present study, 
we did observe that the blockade of VEGFR-2- Y1059 phosphorylation did reduce 
significantly the synthesis of PAF in transfected BAEC encoding pcDNA VEGFR-2 
(Y1059F). Although, we cannot speculate on the mechanisms regulated by the activation 
of VEGFR-2- Y1059, it is interesting to report a biological activity (PAF synthesis) 
associated to its phosphorylation. 
 In summary, our data demonstrate that the phosphorylation of at least 4 different 
VEGFR-2 tyrosine residues can contribute to support VEGF-mediated endothelial PAF 
synthesis.  In addition, since the tyrosine (Y1175) residue is the major autophosphorylation 
site on VEGFR-2 and that it is the major PLC-γ binding site that regulates endothelial cell 
proliferation and PAF synthesis, that contribute to VEGF-mediated inflammatory 
response and pathological angiogenesis, it could thus be considered as a potential target 
for the development of a selective VEGFR-2 kinase inhibitor. 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1: Phosphorylation of Y801-VEGFR-2 residue in native and transfected BAEC.  
Confluent and quiescent native (non-transfected; NT) BAEC, and transfected with pcDNA, 
Y801F and VEGFR-2 plasmids (100-mm dishes) were stimulated with PBS (white column) 
or VEGF (10-9 M) (black column) for 7.5 minutes. Cell lysates were immunoblotted against 
an anti-p-Y801-VEGFR-2 antibody. Immunoreactive bands were visualized by LumiGlo, 
digitized using a 2-dimensional gel scanner and quantified using Quantity One software 
(lower bands).  Membranes were subsequently stripped and reblotted against an anti-
VEGFR-2 antibody and the immunoreactive bands were visualized as above (upper bands). 
Optical densities (OD) of the bands were measured and the OD of non-transfected (NT) 
BAEC treated with PBS was set to 1. The relative phosphorylation level (RP) of Y801-
VEGFR-2 was expressed as a function of the protein expression level of VEGFR-2, and the 
results normalized as compared to NT-BAEC treated with PBS. 
 
Figure 2: Phosphorylation of Y1059-VEGFR-2 residue in native and transfected BAEC.  
Cells were treated as described in Figure 1, cell lysates were immunoblotted against an anti-
p-Y1059-VEGFR-2 antibody.  
 
Figure 3: Phosphorylation of Y1175-VEGFR-2 residue in native and transfected BAEC.  
Cells were treated as described in Figure 1, cell lysates were immunoblotted against an anti-
p-Y1175-VEGFR-2 antibody. 
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Figure 4: Phosphorylation of Y1214-VEGFR-2 residue in native and transfected BAEC.  
Cells were treated as described in Figure 1, cell lysates were immunoblotted against an anti-
p-Y1214-VEGFR-2 antibody. 
 
Figure 5: Contribution of VEGFR-2 tyrosine residues on VEGF-mediated PAF 
synthesis. Confluent native and transfected BAEC were stimulated with PBS (white column) 
or VEGF (10-9 M) (black column) for 15 minutes. Values are means ± SEM of at least 6 
experiments and represent the incorporation of tritiated acetate (3H-acetate) into lyso-PAF. 
FI: Fold of increase of PAF synthesis mediated by VEGF as compared to corresponding 
PBS-treated cells. *p < 0.05, **p < 0.01 and *** p < 0.001 as compared to corresponding 
control-PBS treated cells. 
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3.0  Discussion 
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Le lien entre l’inflammation et l’angiogenèse pathologique a été démontré par 
plusieurs études [173, 238]. Avant la mise en évidence par notre laboratoire de l’effet 
pro-inflammatoire des angiopoïétines (Ang1 et Ang2), le VEGF était le seul facteur de 
croissance pro-angiogénique connu ayant la capacité d’induire une réponse pro-
inflammatoire [31, 32]. Par conséquent, il est fort probable que l’inflammation induite 
par le VEGF soit essentielle à son potentiel angiogénique. Les docteurs Sirois et Edelman 
ont démontré que le VEGF induit sa réponse inflammatoire via la synthèse endothéliale 
du PAF [43]. Par la suite, notre laboratoire a démontré que la prolifération, la migration 
et la synthèse endothéliale du PAF induites par le VEGF chez les CE sont dépendantes de 
l’activation du VEGFR-2 [216]. Comme illustré antérieurement, le VEGFR-2 joue un 
rôle important dans la médiation des processus physiologiques et physiopathologiques 
induits par le VEGF [100, 239]. Ainsi, plusieurs résidus tyrosines (Y), dont la 
phosphorylation est essentielle au recrutement et à l’activation de protéines contenant des 
domaines d’homologie à Src 2 (SH2), sont impliqués dans la transmission de signaux 
intracellulaires. L'homodimérisation du VEGFR-2 provoquée par le VEGF entraîne une 
forte autophosphorylation du récepteur sur les résidus tyrosine. Jusqu’à maintenant, 
seulement huit de ces tyrosines ont été démontrées comme pouvant être phosphorylées en 
réponse au VEGF [117-119]. Cependant, les résidus tyrosine du VEGFR-2 impliqués 
dans la synthèse endothéliale du PAF étaient inconnus.  
Afin d’identifier les résidus tyrosines impliqués dans la synthèse endothéliale du 
PAF, nous avons utilisé des versions mutantes du VEGFR-2 où les tyrosines 801, 1059, 
1175 et 1214 ont été mutées en phénylalanine. Ces récepteurs mutants, le vecteur vide 
ainsi que le VEGFR-2 sauvage ont été transfectés dans des BAEC puis la synthèse du 
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PAF sous ces conditions a été mesurée. Nos résultats montrent que les résidus Tyr801, 
Tyr1059, Tyrl175 et Tyr1214 du VEGFR-2 sont tous impliqués dans la synthèse du PAF suite 
à la stimulation du VEGFR-2 par le VEGF. Ces résultats ont été confirmés par la mesure 
de l’expression et l’activation de ces mêmes résidus du VEGFR-2 impliqués dans les 
voies de signalisation menant à la synthèse endothéliale du PAF par immunobuvardage 
de type Western. 
 
 
3.1  Le VEGF induit la synthèse du PAF par les BAEC 
 
 
Les premières études concernant les mécanismes de la synthèse du PAF ont 
démontré que le PAF pouvait être rapidement synthétisé suite à l’action de médiateurs 
inflammatoires [240]. Cette synthèse est médiée via la voie de remodelage des 
phospholipides qui consiste à convertir un phospholipide membranaire en lyso-PAF sous 
l’action d’une PLA2 ou de la CoA-IT. Le lyso-PAF est converti ensuite en PAF par la 
lyso-PAF-AT. La CoA-IT a été initialement considérée comme étant un facteur essentiel 
pour la synthèse du PAF au niveau des macrophages [241]. Toutefois, il a été démontré 
que les CE n’expriment pas la CoA-IT, ce qui nous a amené à suggérer que le VEGF 
permet la synthèse du lyso-PAF suite à l’activation d’une PLA2 [242]. Un prétraitement 
des CE a été effectué, dans notre laboratoire, à l’aide d’inhibiteurs des différents enzymes 
potentiellement impliquées dans la synthèse du PAF afin d’identifier celles requises par 
le VEGF pour médier cette synthèse. L’utilisation d’un inhibiteur de la CoA-IT et de la 
lyso-PAF-AT a complètement bloqué cette synthèse. Dans un deuxième temps,  le 
prétraitement avec un inhibiteur spécifique de la CoA-IT n’a eu aucun impact sur la 
synthèse du PAF induite par le VEGF. Cela nous a amené à conclure indirectement que la 
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synthèse du PAF induite par le VEGF est initiée par une PLA2, et que le lyso-PAF ainsi 
synthétisé est converti en PAF par le lyso-PAF-AT.          
Une stimulation des BAEC avec le VEGF dans un milieu dépourvu de calcium 
extracellulaire n’a pas induit d’augmentation significative de la synthèse basale du PAF, 
ce qui indique que cette réponse biologique est calcium-dépendante. Or, les sPLA2 
(phospholipase A2 sécrétée) lient le calcium à des concentrations millimolaires 
permettant à cette dernière de positionner  adéquatement le substrat et de stabiliser l’état 
de transition moléculaire pendant la réaction d’hydrolyse des phospholipides 
membranaires pour permettre la synthèse de l’acide arachidonique et de lyso-
phospholipides [243]. Il est donc possible que la première étape vers la synthèse du PAF 
induite par le VEGF soit médiée par une sPLA2 plutôt que par les autres PLA2 qui sont 
calcium-indépendantes (iPLA2) ou dépendante du calcium en concentration micromolaire 
(cPLA2).  
 
 
3.2  Régulation de la sPLA2-V et de la Lyso-PAF-AT par les p42/44, p38 MAPK et  
       la PI3K 
 
Il est maintenant établi que les voies intracellulaires, notamment celles des p42/44 
et p38 MAPK sont activées par le VEGF [107, 199]. Du moment que les études de 
l’équipe du Dr Sirois ont démontré que la synthèse du PAF induite par le VEGF est 
finement régulée, il est fort probable que les voies métaboliques intracellulaires activées 
par le VEGF soient responsables de la régulation de la synthèse endothéliale de PAF. Par 
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conséquent, notre laboratoire a prétraité des CE à l’aide d’inhibiteurs des différentes 
voies métaboliques afin de déterminer leurs rôles dans la synthèse du PAF induite par le 
VEGF.      
La synthèse endothéliale du PAF suite à la stimulation au VEGF a été amplement 
bloquée lors du traitement des BAEC à l’aide d’un inhibiteur des récepteurs tyrosines-
kinases (la Génistéine). Ceci démontre que l’effet du VEGF sur l’endothélium est médié 
à travers l’activation de récepteurs tyrosines-kinases comme le VEGFR-2 tel que 
démontré précédemment [216].  
L’activation de récepteurs tyrosines-kinases est reconnue pour médier l’activation 
soit de la voie Ras-indépendante (PLC et PKC) ou de la voie Ras-dépendante. Notre 
laboratoire a donc étudié l’effet d’inhibition de ces deux voies de signalisation sur la 
synthèse de PAF induite par le VEGF. La synthèse endothéliale du PAF induite par le 
VEGF a été atténuée grandement suite au prétraitement des CE par des inhibiteurs 
(U73122 et GFX109203) de la voie Ras-indépendante. Ceci démontre que la synthèse du 
PAF par le VEGF est médiée via l’activation de la voie Ras-indépendante. Ces résultats 
concordent avec des études antérieures qui rapportent que le VEGF médie l’activation de 
la voie Ras-indépendante [107, 244]. De plus, d’autres études ont rapporté que la PKC 
participait directement à la régulation de la synthèse du PAF [245].  
En revanche, des CE prétraitées avec un inhibiteur de l’enzyme Ras farnésyl 
transférase (BMS191563), responsable de la localisation de Ras à la membrane 
plasmique dans le but de permettre son activation, n’a eu qu’une inhibition non 
significative sur la synthèse du PAF induite par le VEGF [246]. Ce résultat suggère que 
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l’activation de la voie Ras-dépendante exerce un rôle minoritaire dans l’induction de la 
synthèse du PAF médiée par le VEGF.    
Sachant que le VEGF active les voies p42/44 et p38 MAPK [107, 199], notre 
laboratoire a procédé au prétraitement des CE à l’aide d’inhibiteurs de ces deux voies 
métaboliques. L’inhibition de la MAPKK ou de la p38 MAPK à l’aide du PD98058 et du 
SB203580 respectivement, a complètement prévenu l’effet du VEGF sur la synthèse du 
PAF, ce qui propose que l’activation des voies p42/44 et p38 MAPK est essentielle à la 
synthèse du PAF induite par le VEGF. Puisque les travaux de notre laboratoire 
démontrent que cette synthèse est médiée via la sPLA2-V et la lyso-PAF-AT, il est par 
conséquent possible que l’activation de ces MAPK régule positivement l’activité de ces 
deux enzymes.       
Il a été démontré que la p38 MAPK activée peut phosphoryler et activer 
directement la lyso-PAF-AT [247]. De plus, ces chercheurs rapportent qu’ils ont bloqué 
l’activation de la lyso-PAF-AT à l’aide du même inhibiteur de la p38 MAPK que notre 
laboratoire a utilisé, le SB203580. Par contre, ils montrèrent que les p42/44 MAPK sont 
incapable de médier une telle activité et que l’inhibiteur de cette voie de signalisation, le 
PD98059, n’a aucun effet sur la lyso-PAF-AT. La compilation de ces données avec celles 
de notre laboratoire suggèrent que l’activation de la p38 MAPK par le VEGF médie la 
phosphorylation et l’activation de la lyso-PAF-AT qui à son tour convertit le lyso-PAF en 
PAF.        
Un aspect majeur des données démontrant le rôle des p42/44 et p38 MAPK lors 
de la synthèse du PAF induite par le VEGF vient du fait qu’elles sont les premières à 
suggérer un mécanisme de régulation de l’activité de la sPLA2-V, si l’on considère que 
79 
l’effet inflammatoire du VEGF est traduit via la synthèse du PAF.  Il est connu depuis 
longtemps que l’activité des sPLA2 est maximale une fois qu’elles sont secrétées dans le 
milieu extracellulaire [248]. Des données de notre laboratoire démontrent qu’il est 
possible de co-immunoprécipiter la p38 MAPK conjointement avec la sPLA2-V au  
niveau des BAEC et ce, de façon temps-dépendant suite à une stimulation au VEGF. Ces 
données proposent que le VEGF induit la formation d’un complexe stable entre la p38 
MAPK et la  sPLA2-V et que la p38 MAPK participe à l’induction de la synthèse de PAF 
par le VEGF pas uniquement en activant la lyso-PAF-AT mais également en interagissant 
avec la sPLA2-V.  
Des études réalisées dans notre laboratoire confirment davantage que les p42/44 
et p38 MAPK sont impliquées dans la synthèse du PAF induite par le VEGF. Ainsi, la 
génération de BAEC dont les p42/44 et p38 MAPK ont été inactivées (à l’aide de 
transfection de plasmides codant pour des formes dominantes-négatives de ces kinases) a 
diminué de façon significative la capacité de ces cellules à induire la synthèse du PAF 
suite à une stimulation au VEGF.  
Étant donnée que le VEGF médie également une activation rapide de la PI3K 
[249] et que cette dernière participe aux activités biologiques du VEGF, notre laboratoire 
a investigué le rôle de cette voie intracellulaire lors de la synthèse du PAF induite par le 
VEGF grâce à des inhibiteurs de la PI3K. Pour ceci, un prétraitement des CE par deux 
inhibiteurs de la PI3K n’ayant aucune ressemblance structurale (Wotmaninne et 
LY294002) a permis dans les deux cas d’augmenter la synthèse du PAF induite par le 
VEGF. Ces résultats démontrent que la PI3K régule négativement cette synthèse et par 
conséquent constitue un régulateur négatif endogène de la synthèse du PAF. Les résultats 
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de notre laboratoire démontrent aussi que la voie de la PI3K n’est pas activée par les 
voies des p42/44 et p38 MAPK puisque l’inhibition de la PLC, de la PKC, de la MAPKK 
ou de la p38 MAPK n’a pas affecté l’activation de la voie de la PI3K, représentée par la 
phosphorylation d’AKT. Donc, l’activation de la voie de la PI3K est indépendante des 
voies des p42/44 et p38 MAPK, et inversement.         
 
L’ensemble des résultats de notre laboratoire suggère que le VEGF médie la 
synthèse du PAF suite à l’activation du VEGFR-2. À cette étape, la co-liaison du VEGF à 
la NRP-1 permet aussi bien la potentialisation de la synthèse du PAF via le VEGFR-2 
que la migration cellulaire. Par la suite, il y a activation de trois voies intracellulaires 
suite à la stimulation du VEGFR-2. La première est la voie Ras-indépendante qui 
représente la PLC-γ et la PKC. Cette dernière active Raf-1 qui à son tour active en 
cascade la MAPKK et les p42/44 MAPK. Le VEGFR-2 active également la voie des 
MLK (Mixed Lineage Kinase), des MKK-3/6 (MAP Kinase Kinase) qui à son tour active 
la p38 MAPK. Ces p42/44 et p38 MAPK régulent de façon directe l’activité de la sPLA2-
V et de la lyso-PAF-AT, les enzymes activées par le VEGF responsables de la conversion 
des phospholipides membranaires en PAF. Enfin, le VEGFR-2 active la voie de la PI3K 
qui semble réguler de façon négative l’effet du VEGF sur la synthèse du PAF.  
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Figure 5 : Mécanismes intracellulaires régissant la synthèse endothéliale du PAF 
induite par le VEGF. Le VEGFR-2 active deux voies intracellulaires. La première est la 
voie Ras-indépendante (PLC-γ et PKC). Elle active en cascade Raf, la MAPKK et les 
p42/44 MAPK. La deuxième voie est celle des MLK et des MKK-3/6 qui à leur tour 
activent la p38 MAPK. Ces p42/44 et p38 MAPK régulent l’activité de la sPLA2-V et de 
la lyso-PAF-AT, les enzymes activées par le VEGF et responsables de la conversion des 
phospholipides membranaires en PAF. (Am. J. Physiol. 272, H2746-56, 1997 / J. Biol. Chem. 
274, 31047-56, 1999/ Br. J. Pharmacol. 134, 197-205, 2001/ Br. J. Pharmacol. 134, 1253-62, 
2001/ J. Cell. Biochem. 85, 629-39, 2002/  Br. J.  Pharmacol. 137, 1021-30, 2002) 
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3.3 Choix des mutants du VEGFR-2  
 
Le VEGFR-2 dispose d’au moins 11 résidus tyrosines potentiellement 
phosphorylables [117]. La principale tache de cette étude était donc de choisir les résidus 
tyrosines, en se basant sur la littérature, qui avaient le potentiel d’être impliqués dans la 
synthèse endothéliale du PAF par le VEGFR-2 sous l’action du VEGF. Ainsi les Tyr801, 
Tyr1059, Tyr1175 et Tyr1214 ont retenu notre attention comme des sites potentiellement 
importants d’autophosphorylation [117, 118, 120, 121]. Par mutagenèse dirigée, ces 
résidus ont été mutés en phénylalanine (F), un acide aminé de structure similaire à la 
tyrosine mais n’ayant pas la capacité d’être phosphorylé. Ceci préserve la structure 
tridimensionnelle du récepteur tout en le rendant non phosphorylable au site muté. Ainsi, 
la signalisation du récepteur mutant sera semblable à celle du récepteur sauvage sauf pour 
l’incapacité du mutant à induire les voies de signalisations partant de la tyrosine mutée. 
Par la suite, ces récepteurs mutants furent utilisés dans le but de déterminer les tyrosines 
du VEGFR-2 dont la phosphorylation est essentielle à la synthèse endothéliale du PAF 
suite à la stimulation au VEGF     
La phosphorylation des résidus Tyr801 et Tyr1175 a été montré comme essentielle à 
l’activation des enzymes PLC-γ et PI3K [118, 120, 121, 127]. En effet, la Tyr1175 est 
entourée d’une séquence consensus pour la liaison de la PLC-γ, ensuite sa 
phosphorylation a été montrée comme étant nécessaire au recrutement et à l’activation de 
cette enzyme par le VEGFR-2. D’autres études démontrent le lien entre la 
phosphorylation de ce résidu et l’activation de la voie de la PI3K [121] ainsi qu’au 
recrutement de la protéine adaptatrice Shb, cette dernière est connue pour son interaction 
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avec les enzymes PLC-γ et/ou PI3K [131, 250]. Tel qu’évoqué précédemment, en 
utilisant des études de double hybride en levure, de co-transfection ou suite à l’utilisation 
d’un phospho-peptide Tyr1175 synthétique en combinaison avec une protéine 
recombinante contenant les domaines SH2 de la PLC-γ, il a été démontré que la Tyr1175 
joue un rôle important dans l’interaction VEGFR-2/PLC-γ [118, 120, 126]. Il est à noter 
que la forme non phosphorylable du VEGFR-2 pour ce résidu montre une diminution de 
la phosphorylation de la PLC-γ, de la p42/44 MAPK ainsi qu’une baisse de la synthèse 
d’ADN induite par le VEGF [118, 127]. Le VEGF médie la synthèse du PAF suite à 
l’activation du VEGFR-2, et cette activation fait intervenir la voie Ras-indépendante qui 
représente la PLC-γ et la PKC. Notre étude a consisté en la mutation de la Tyr1175 
(Y1175F) et a montré une diminution de 68% de la synthèse endothéliale du PAF suite à 
une stimulation au VEGF (1 nM) en comparaison au pcDNA témoin. Ce résultat a été 
confirmé par la mesure de l’expression et l’activation de cette tyrosine du VEGFR-2 
impliquée dans la synthèse du PAF par immunobuvardages de type Western et qui 
montre une diminution de 79% de la phosphorylation du récepteur VEGFR-2 muté par 
rapport au pcDNA témoin. Avec ces résultats, on peut conclure que la  Tyr1175 constitue 
bel et bien un site essentiel de phosphorylation du récepteur VEGFR-2 impliqué dans la 
synthèse du PAF. 
 Quand à la Tyr801, ce résidu se trouve aussi dans une séquence de liaison pour la  
PLC-γ. De plus, sa mutation affecte le recrutement et l’activation de la PI3K par le 
VEGFR-2 (voir section  1.2.7.1). Toutefois, étant donné que l’autophosphorylation des 
Tyr1175 et Tyr1214 suite à la stimulation du VEGFR-2 avec le VEGF a été observé par des 
méthodes directes (cartographie triptyque/anticorps phospho-spécifiques) et indirectes 
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(identification d’une réponse cellulaire dépendante de leur phosphorylation), 
l’implication de la Tyr801 dans ce contexte ne fut pas aussi évidente. Ainsi, malgré sa 
phosphorylation qui a été proposée comme importante pour l’activation des voies PLC-γ 
et PI3K par le VEGFR-2, l’analyse de cartographie triptyque effectuée sur le VEGFR-2 
n’a pu identifier de phosphorylation au niveau de ce résidu suite à une stimulation du 
récepteur avec le VEGF [117, 118]. Ceci est peut être dû à la position juxtamembranaire 
de la Tyr801, ce qui a rendu la cartographie triptyque difficile. Pour palier à ce fait, un 
anticorps reconnaissant uniquement la forme phosphorylée du VEGFR-2 à la Tyr801 a été 
généré (J.P.Gratton, IRCM). Ceci a permis de montrer que ce résidu est un site important 
d’autophosphorylation du VEGFR-2 suite à une stimulation au VEGF, et par conséquent, 
peut participer à la signalisation intracellulaire assurée par ce récepteur. La mutation de 
ce résidu (Y801F) montre également une réduction de 54% de la synthèse endothéliale du 
PAF induite par le VEGF par rapport au pcDNA témoin. Ce résultat a été confirmé par la 
mesures de la phosphorylation du VEGFR-2 muté et impliqué dans la synthèse du PAF 
par immunobuvardage de type Western et qui montre une diminution de 80% de cette 
phosphorylation par rapport au pcDNA témoin. De là, on peut conclure que la Tyr801 
constitue bel et bien un site essentiel de phosphorylation du récepteur VEGFR-2 impliqué 
dans la synthèse du PAF. 
La Tyr1059 qui est située au niveau du domaine kinase du VEGFR-2 [122, 123] est 
impliquée dans l’activité tyrosine kinase du récepteur. Ceci est confirmé par la perte de 
cette activité suite à la mutation de la tyrosine en phénylalanine [122-124]. Ce résidu est 
clairement reconnu comme étant nécessaire à l’activité catalytique maximale du récepteur 
[122, 123]. En procédant à la mutation de ce site (Y1059F), notre étude montre une 
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réduction de 73% de la synthèse endothéliale du PAF et de 87% de la capacité de 
phosphorylation du récepteur induite par le VEGF par rapport au pcDNA témoin. Ceci 
montre clairement que la Tyr1059 est l’un des sites essentiels de phosphorylation du 
récepteur VEGFR-2 impliqué dans la synthèse du PAF. 
Finalement, la Tyr1214 a été caractérisée comme responsable de l’activation de la 
Cdc42, qui active par la suite la SAPK2/3 /p38 MAPK, ces deux protéines sont 
indispensables au remodelage de l’actine dans les fibres de stress. L’activation de la 
MAPKAPK-2 et Hsp27 vient suite à l’activation de ces cascades enzymatiques, 
déclenchant un remodelage de l’actine et ainsi la mobilité cellulaire [133]. Cette activité 
signalétique permet la polymérisation de l’actine et le rassemblement d’adhésions 
focales, convergeant vers la formation de fibres de stress et la contraction des CE qui est 
indispensable pour induire la migration et la prolifération cellulaire. Il est à noter que la 
phosphorylation de la Tyr1214 du VEGFR-2 favorise l’autophosphorylation du récepteur 
[134] et la régulation de la migration des CE induite par le VEGF [133]. En effet, il a été 
observé que l’utilisation d’une forme mutante du VEGFR-2 au niveau du résidu Tyr1214 
(Y1214F) entraine une diminution importante de la phosphorylation totale du récepteur 
suite à une stimulation au VEGF. Ceci est produit en parallèle avec une diminution de 
l’activation de certaines protéines de signalisation telles que PLC-γ, MAPK et Src [134]. 
Par contre, ces observations n’ont pu être confirmées, la plupart des études qui ont utilisé 
cette forme mutante du VEGFR-2 n’observent pas une telle diminution de l’activité 
catalytique du récepteur ni dans l’activation des enzymes PLC-γ, ERK ou de la synthèse 
d’ADN [118, 133]. Notre étude vient confirmer la réduction importante de la 
phosphorylation du VEGFR-2 suite à la mutation effectuée au niveau du résidu Tyr1214 
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(Y1214F) par immunobuvardage de type Western qui est de 55%. De plus, cette mutation 
a entrainé une réduction de 57% de la synthèse endothéliale du PAF induite par le VEGF 
par rapport au pcDNA témoin. Par conséquent, la Tyr1214 se montre comme un site 
essentiel de phosphorylation du récepteur VEGFR-2 implique dans la synthèse du PAF.  
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4.0 Conclusion et perspectives futures 
 
Les observations faites au cours de cette étude montrent clairement que les résidus 
Tyr801, Tyr1059, Tyr1175 et Tyr1214 sont bel et bien impliqués dans la synthèse endothéliale 
du PAF par le VEGFR-2 suite à une stimulation au VEGF. À l’aide de technique de 
mutagenèse dirigée, nous avons effectué des transfections transitoires de cellules 
endothéliales avec des plasmides codant pour le récepteur VEGFR-2 dont les tyrosines 
ciblées ont été remplacées de façon séquentielle par une phénylalanine. Un vecteur vide 
pcDNA a été utilisé comme contrôle négatif. De plus, la mesure de l’expression et 
l’activation des tyrosines du VEGFR-2 impliquées dans les voies de signalisation menant 
à la synthèse du PAF ont été confirmées par des immunobuvardages de type Western. 
Nos résultats suggèrent que les tyrosines ciblées du récepteur VEGFR-2 constituent des 
sites essentiels de phosphorylation du récepteur VEGFR-2 impliqués dans la synthèse du 
PAF induite par le VEGF. 
 La présente étude ajoute un élément nouveau dans la voie de signalisation menant 
à la synthèse endothéliale du PAF suite à la stimulation du VEGFR-2 par le VEGF.   
Notre laboratoire a également découvert que la synthèse aiguë de prostacycline (PGI2) 
induite par le VEGF-A165 requiert l’activation des récepteurs hétérodimériques VEGFR-1 
et VEGFR-2 (VEGFR-1/VEGFR-2). Ainsi, l’activation sélective des récepteurs du 
VEGF peut agir comme balance dans la synthèse de facteurs pro-(PAF) et anti-(PGI2) 
inflammatoire. Cette approche pourrait conduire au développement de molécule capable 
de réguler la formation de néovaisseaux lors de processus angiogéniques.     
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